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Rôles et régulation de l’expression de la sous-unité α1 des intégrines dans la 
progression du cancer colorectal 
Par Salah Boudjadi 
Département d'anatomie et de biologie cellulaire, Faculté de médecine et des sciences 
de la santé, Université de Sherbrooke, Sherbrooke, Québec, Canada. 
Dans le monde actuel, il demeure encore que le cancer colorectal soit une des premières 
causes de mortalité par cancer. Le développement et la progression de ce cancer fait 
intervenir des événements complexes comme les mutations oncogéniques mais aussi la 
surexpression de différents récepteurs membranaires dont les intégrines. Dans l'intestin 
grêle, l'intégrine α1β1 est exprimée uniquement par les cellules prolifératives de la 
crypte. Ce profil supporte le rôle rapporté pour cette intégrine dans le recrutement de la 
cavéoline-1 et l’activation en aval, via Shc, de la voie proliférative Ras/ERK dans les 
fibroblastes. L’expression de la sous-unité α1 n’a pas été décrite dans le tissu colique 
normal et tumoral. Chez la souris, l'intégrine α1β1 soutient la motilité des cellules 
tumorales mammaires et, de concert avec le facteur oncogénique Kras, elle potentialise 
la croissance et l’invasion tumorales. Ces rôles ne sont pas connus dans le cancer 
colorectal. L’objectif dans cette étude est d’analyser l’expression de la sous-unité α1 dans 
le cancer colorectal, de définir les facteurs de régulation de son expression et d’identifier 
les rôles de l’intégrine α1β1 dans la progression du cancer colorectal. Mes expériences de 
recherche ont permis de montrer que la sous-unité α1 est présente dans 65% des 
adénocarcinomes colorectaux et que son expression est observée non seulement dans 
les cellules épithéliales mais aussi dans les cellules du microenvironnement de la tumeur. 
Mes résultats ont contribué à l’identification de la sous-unité α1 comme une nouvelle 
cible directe de l’oncogène MYC dans le cancer colorectal. J’ai démontré que MYC se lie 
directement au promoteur du gène ITGA1 au niveau de deux éléments de réponse 
spécifiques. Ce contrôle s’est reflété par une corrélation significative entre l’expression 
des deux protéines MYC et α1 dans 72% des adénocarcinomes étudiés. J’ai pu également 
montrer pour la première fois que l’intégrine α1β1 est importante pour la prolifération 
des cellules tumorales colorectales ainsi que pour leur migration et leur survie. De plus, 
en utilisant des modèles de xénogreffes, j’ai observé que cette intégrine est importante 
pour la croissance des tumeurs colorectales, et son absence induit également une 
importante nécrose tumorale. Mes découvertes apportent de nouvelles connaissances 
dans la compréhension de l’implication de l’intégrine α1β1 dans la carcinogenèse 
colorectale. Cette intégrine pourrait représenter une cible thérapeutique intéressante 
dans le traitement du cancer colorectal. 
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1.1. Le côlon dans le tractus gastro-intestinal :  
Le tractus gastro-intestinal (GI) est fait d’une série d’organes tubulaires incluant 
l’œsophage, l’estomac, l’intestin grêle et le côlon. À ce tube s’associent le foie et le 
pancréas qui représentent des glandes accessoires déversant leurs produits dans ce tube. 
La fonction principale de ce système, avec la participation mécanique de la cavité buccale 
et enzymatique des glandes salivaires, est de convertir les aliments en nutriments 
essentiels et de les absorber dans le corps tout en éliminant les déchets inutiles à 
l’organisme. La majeure partie de la digestion et de l’absorption se produit au niveau de 
l’intestin grêle qui est subdivisé en trois parties distinctes : le duodénum, le jéjunum et 
l’iléon. La paroi de ce dernier est équipée de plis circulaires, de villosités qui sont des 
projections de la muqueuse en doigt de gant, et de microvillosités à la surface des cellules 
absorbantes. Ensembles, ces structures constituent une surface d’absorption pouvant 
atteindre 600 m2 (Reinus et Simon 2014). La partie distale de l’intestin grêle se termine 
dans le côlon qui a la forme d’un cadre composé de plusieurs sections : le cæcum, côlon 
ascendant, transverse, descendant, et le sigmoïde qui se termine dans le rectum. En plus 
d’assurer l’acheminement et l’élimination des résidus alimentaires sous forme de 
matières fécales, le côlon a d’importantes fonctions métaboliques incluant l’absorption 
de l’eau et des électrolytes ainsi que des activités oxydatives et fermentatives impliquant 
la microflore bactérienne commensale (Mills 2007). La paroi colique comporte des 
valvules conniventes semi-circulaires, et elle est composée des quatre couches 
caractéristiques des organes du tractus GI. Il s’agit de la muqueuse, la sous muqueuse, la 
musculeuse et la séreuse (Reinus et Simon 2014). La structure des trois dernières couches 
est sensiblement semblable pour les organes du tractus GI, alors que la structure de la 
muqueuse, qui fait directement face à la lumière tubulaire, est spécifique à chacun de ces 
organes. La muqueuse colique est à surface plutôt plate, sans villosité, revêtue par un 
épithélium simple uni-stratifié qui présente des invaginations parallèles dans la 
muqueuse formant des cryptes ou les glandes de Lieberkühn (figure 1). Comme pour les 




comportant de larges vaisseaux sanguins et lymphatiques, des neurones sympathiques et 
les plexus nerveux parasympathiques de Meissner. La musculeuse est composée d’une 
couche circulaire interne continue et une couche longitudinale externe discontinue, entre 
lesquelles se trouvent les plexus ganglionnaires d’Auerbach nécessaires à la contractilité 
musculaire et l’action propulsive. La couche musculaire externe est revêtue par une 
séreuse composée d’un tissu adipeux recouvert par une couche de cellules mésothéliales 
du péritoine. Le rectum est totalement intrapéritonéal dans sa partie proximale, 
recouvert de péritoine comme pour le côlon, alors que sa moitié distale est entourée des 
tissus mous du pelvis. Cette singularité constitue une limite chirurgicale importante dans 
l’analyse des pièces de résection rectales. 
 
1.2. La muqueuse du côlon 
- L’épithélium  
Il est composé d’une couche de cellules cylindriques polarisées qui recouvrent la surface 
de la muqueuse et celle des cryptes et reposent sur une membrane basale qui les sépare 
des cellules de la lamina propria (figure 1). Ces cellules sont renouvelées à partir de 
cellules souches progénitrices localisées dans le fond des cryptes et qui assurent le 
renouvellement continu des cellules épithéliales. Ces cellules souches, qui prolifèrent 
lentement, donnent naissance à une population de cellules transitoires qui se divisent 
rapidement et migrent vers la surface pour donner naissance aux différents types 
cellulaires de l’épithélium de la muqueuse colique. Les cellules à mucus ou caliciformes 
sont les plus nombreuses et sont localisées dans la crypte (Mills 2007). Au niveau de 
l’épithélium de surface, quelques-unes de ces cellules sont intercalées entre les 
colonocytes de type absorbant qui représentent 10 à 15 % des cellules épithéliales. Les 
cellules entéroendocrines, à noyau apical et à cytoplasme granulaire basal, sont des 
éléments isolés localisés dans la moitié inférieure et le fond de la crypte. À ce niveau sont 
présentes quelques cellules de Paneth, observées seulement au niveau du côlon droit du 
fait de son origine de l’intestin moyen embryonnaire (Mills 2007). Ces cellules ne sont 




inflammatoires intestinales (Tanaka et al., 2001). L’épithélium de surface comporte 
également des lymphocytes intraépithéliaux, observés dans les zones surplombant les 
amas lymphoïdes et ont un rôle immunitaire.  
 
- La membrane basilaire épithéliale : 
La membrane basilaire (MB) est une structure spécialisée et dynamique composée 
d’éléments de la matrice extracellulaire (MEC). Elle assure l’ancrage des cellules de 
l’épithélium de surface et les sépare des cellules mésenchymateuses. Ces deux types 
cellulaires assurent conjointement la production des composants de cette membrane 
dont l’épaisseur est d’environ 1 µm. Cette membrane est composée d’une lame basale 
faite de collagènes, de glucosaminoglycanes et de glycoprotéines qui peuvent provenir 
des cellules épithéliales et mésenchymateuses et d’une lame réticulaire plus ou moins 
épaisse et dont les éléments sont principalement produits par les cellules 
mésenchymateuses. Cette MB présente une structure fenêtrée permettant les échangent 
entre les cellules épithéliales et mésenchymateuses, le passage de cellules immunitaires, 
les échanges et le transport d’eau, d’électrolytes et d’autres molécules dans les deux 
directions (Timpl 1996). La MB est constituée, comme partout ailleurs dans le corps, de 
laminines, de collagènes (principalement le collagène IV), de protéoglycanes, de protéines 
de liaison de calcium tels que la fibulline, et diverses autres protéines de structure (Timpl 
1996). Les cellules épithéliales sont étroitement en contact avec les différents 
composants de la MB par l’intermédiaire de différents récepteurs membranaires incluant 
les intégrines (Beaulieu 1997). De ce fait, la MB peut influencer différentes fonctions des 
cellules épithéliales dont la prolifération, la survie, la migration, la différentiation, 
l’adhésion et la transcription des gènes (Paulsson 1992; Beaulieu 1997; Teller et Beaulieu 
2001; Miner et Yurchenco 2004; Groulx et al., 2011). La MB est en renouvèlement 
continue et son intégrité est essentielle notamment dans le processus de la cicatrisation 
des blessures (Seltana et al., 2010), alors que l’altération de sa composition est souvent 




Seltana A 2012) et sa rupture est un évènement crucial dans l’invasion tumorale (Pujuguet 
et al., 1994; Ikeda et al., 2006) . 
 
- Le chorion de la muqueuse : 
Il s’étend de la MB épithéliale jusqu’à la musculaire muqueuse et comporte des 
myofibroblastes et une mixture d’éléments immunitaires épars dont des lymphocytes et 
des macrophages qui sont souvent à la base des cryptes. Les myofibroblastes sont des 
cellules allongées disposées en une fine couche sous la MB de l’épithélium de surface et 
des cryptes autour desquelles elles forment un véritable syncytium (Powell et al., 1999). 
Elles interagissent étroitement avec les cellules épithéliales et influencent l’absorption 
des électrolytes et la production du mucus en plus d'être impliquées dans le maintien de 
la population des cellules souches (Powell et al., 1999). Ces cellules sont également 
impliquées dans la progression du cancer colorectal (CCR) par l’activation du TGFβ1 
(Hawinkels et al., 2009). En effet, les fibroblastes associés au cancer (CAFs) expriment 
fortement TGFβ1 par rapport aux myofibroblastes entourant les cryptes coliques. Le 
traitement des CAFs in vito, par ce facteur entraine une augmentation de l’expression du 
TGFβ1 lui-même, ainsi que celle des métalloprotéases matricielles et le PAI-1 
(plasminogen activator inhibitor) (Hawinkels et al., 2014). Il est à noter que 
l’augmentation de la phosphorylation de Smad2, une cible du TGFβ1, dans les cellules 
épithéliales est associée à une baisse de la survie des patients. Une étude récente a 
montré que la signalisation par le TGFβ peut être utilisée comme marqueur prédictif de 
survie après traitement et que cette signalisation, dans les CAFs, est importante pour 
l’initiation de la métastase des cellules cancéreuses (Calon et al., 2012). 
 
A l’instar des autres muqueuses du tractus GI, le chorion de la muqueuse du côlon et celui 
de l’intestin grêle a la particularité d’être exempt de vaisseaux lymphatiques. Ceux-ci sont 
présents dans la sous muqueuse. De ce fait, les adénocarcinomes localisés uniquement 
dans la muqueuse colique sont donc considérés comme in situ car ils ont beaucoup moins 




muqueuse sont soulignés par la musculaire muqueuse qui est composée de deux fines 







Figure 1. La muqueuse colique normale. L’épithélium de revêtement est 
majoritairement fait de cellules caliciformes et il s’invagine dans la muqueuse pour 
former les cryptes de Lieberkühn. Le chorion entourant les cryptes est riche en 
lymphocytes diffus. La musculaire muqueuse est faite de cellules musculaires 








1.3. Le cancer colorectal  
1.3.1. Épidémiologie : 
Le CCR représente le troisième cancer le plus commun dans le monde avec plus de 1,36 
millions de nouveaux cas diagnostiqués en 2012 (Ferlay et al., 2015). Plus de la moitié des 
cas surviennent dans les pays développés dont le Canada, qui est parmi les 20 pays les 
plus touché par ce cancer. Au Canada, on estime qu’en 2015 le CCR représentera près de 
14% des nouveaux cas de cancers pour les hommes et près de 12% chez les femmes. Ce 
cancer représentera en 2015 la deuxième cause de mortalité par cancer chez les hommes, 
après le cancer du poumon, et la troisième chez les femmes après les cancers du poumon 
et du sein. La survie à 5 ans est estimée à 65% pour les deux sexes. Toutefois l’incidence 
du CCR est en baisse depuis les années 2000 grâce aux nouveaux moyens de dépistage 
précoce chez les personnes de plus de 50 ans et la résection des lésions pré-néoplasiques 
chez les patients sélectionnés pour un examen de coloscopie. Malgré les moyens de 
diagnostic précoce, le risque de développer un CCR reste présent notamment en raison 
de facteurs avérés favorisant comme la surconsommation de viandes rouges et 
transformées et l’alcool (Moskal et al., 2007; Miller et al., 2013; Bernstein et al., 2015; 
Carr et al., 2016). D’autres facteurs de risqué favorisant incluent l’obésité, l’adiposité 
abdominale et la sédentarité, alors que l’activité physique et la consommation d’aliments 
riche en fibres et en calcium seraient protectrices (Aune et al., 2011; Galas et al., 2013). 
1.3.2. Développement et caractéristiques du cancer colorectal 
Le développement de l’adénocarcinome colorectal survient à la suite d’anomalies 
génétiques et épigénétiques entrainant l'accumulation progressive et successive de 
nombreuses altérations incluant l'activation d'oncogènes et l'inactivation de gènes 
suppresseurs de tumeurs. Ces évènements sont la conséquence soit de l’instabilité 
chromosomique, l’instabilité des microsatellites ou la méthylation de l’ADN. Les 
altérations à l’origine de ce cancer peuvent être soit sporadique ou germinales. Dans cette 
catégorie sont classés la polypose adénomateuse familiale (PAF) et le syndrome de Lynch 




colorectaux familiaux qui a permis une meilleure compréhension des mécanismes 
impliqués dans son développement.  
 
- Voie de l’instabilité chromosomique (cancers LOH+) : 
Cette voie, connue également sous le nom de la séquence adénome-cancer, est 
caractérisée par la survenue d’évènements génétiques associés à des modifications 
histopathologiques caractéristiques. L’inactivation du gène APC (adenomatosis polyposis 
coli) (Jen J et al, 1994), soit par mutations germinales ou sporadiques, est la plus précoce 
et survient au stade de crypte aberrante et l’adénome précoce. Cette mutation est 
observée dans 85% des adénocarcinomes colorectaux (Kerr, 2003) entrainant une perte 
de fonction de la protéine APC, et de ce fait l’activation de la voie Wnt\β-caténine, connue 
pour son implication dans la prolifération cellulaire et la progression du CCR (Kolligs et al., 
2002; Yang et al., 2014). Au cours du stade d’adénome tardif survient la mutation 
activatrice du proto-oncogène KRAS (Kirsten rat sarcoma), qui conduit à l’activation de la 
voie RAS (Rat sarcoma)/MEK (mitogen-activated protein/extracellular signal-regulated 
kinase kinase)/ERK (extracellular signal-regulated kinases). L’oncogène Kras est présent 
dans 50% des adénomes de taille supérieure à 1 cm (Vogelstein et al, 1988), et représente 
actuellement un marqueur de non-réponse thérapeutique au Cetuximab© dans le 
traitement du cancer colorectal métastatique. La mutation du gène de la protéine 53 
(p53) survient au cours de la transition de la dysplasie de haut grade vers le carcinome in 
situ (Armaghany et al., 2012; Xu et al., 2012). Cette mutation conduit à une perte du 
suppresseur de tumeurs p53 et le gain d’un oncogène représenté par les formes mutés 
de p53 (Brosh et Rotter 2009; Muller et Vousden 2013). La perte de p53 est un marqueur 
prédictif de résistance à la radiothérapie et à la chimiothérapie (Ferreira et al., 1999). 
D’autres évènements sont associés à cette voie, notamment la mutation inactivatrice des 
SMAD4 (SMAD Family Member 4) et les mutations activatrices du TGFβR (transforming 





- Instabilité des microsatellites 
Elle survient suite à la désactivation d’un des gènes de réparation des mésappariements 
de l'ADN. Le phénotype MSI (microsatellite instable) est observé dans 95% des syndromes 
HNPCC et il est associé à une mutation d’un ou plusieurs des gènes hMLH1 (human mutL 
homolog 1), hMSH2 (human mutS homolog 2), hMSH6 (human mutS homolog 6) et PMS2 
(PMS1 homolog 2, mismatch repair system component) (Wang et al., 1999; Boland et Goel 
2010). Ce phénotype est observé dans 15 à 20% des adénocarcinomes sporadiques et il 
est souvent associé à la méthylation et l’inactivation du gène hMLH1 (Nakagawa et al., 
2001). Les CCR avec MSI sont souvent associés à une mutation activatrice de B-RAF 
(Kambara et al, 2004) et comportent un infiltrat lymphocytaire dense péritumoral. Les 
cancers MSI sporadiques sont souvent peu différenciés, mucineux et de localisation 
proximale dans le cadre colique. En clinique, le phénotype MMR (mismatch repair) est 
confirmé soit par séquençage de l’ADN soit par immunohistochimie. Le CCR est dit MSI-
Hight (MSI-Hi) si l’instabilité est présente dans 30% ou plus des marqueurs, MSI-Low (MSI-
L) si entre 10 et 20% et MSS (microsatellite stable) s’il n y a pas de marqueurs d’instabilité 
dans le tissu tumoral. 
- Méthylation des ilots CpG 
Il s’agit de la méthylation aberrante des éléments CpG dans les promoteurs de certains 
gènes conduisant à la répression de leur expression dans certains cancers colorectaux, 
leur attribuant le phénotype CIMP (CpG island methylator phenotype). Ce mécanisme est 
responsable de l’inactivation de hMLH1 dans le CCR sporadique avec MSI et il est souvent 
associé è la mutation oncogénique de B-RAF (V600E) (Weisenberger et al., 2006). 
1.3.3. Histologie du cancer colorectal 
- Le foyer de cryptes aberrantes 
Représente l'un des premiers changements observés dans les muqueuses du côlon et du 
rectum pouvant évoluer vers un adénome puis vers l’adénocarcinome. Ce sont des 




sécrétion (Pretlow et al., 1991). Il peut s’agir soit d’une seule crypte aberrante voir un 
groupe de plus de 30 cryptes irrégulières que l’on peut facilement détecter grâce au bleu 
de méthylène. Ces foyers sont tapissés par des cellules hyper-prolifératives et 
dysplasiques. Les cellules prolifératives sont observées dans toute la hauteur de la crypte.  
 
- L’adénome 
Ce sont des lésions polyploïdes ou planes, sessiles ou pédiculées. Histologiquement, la 
lésion est faite de formations tubulaires, villeuses ou mixtes avec hyperprolifération 
cellulaire dans les cryptes soulevant la muqueuse colique et aboutissant à la formation 
d’un adénome. Selon le degré de dysplasie, les adénomes sont divisés en deux catégories 
soit de bas et haut grade. L’adénome avec dysplasie de haut grade peut évoluer, en 
plusieurs années, vers l’adénocarcinome colorectal (Lieberman et al., 2012). 
 
L’adénocarcinome : 
Il s’agit le plus souvent d’un adénocarcinome Lieberkühnien (85%), se développant à 
partir des cryptes. La tumeur est faite de structures tubulaires ou glandulaires de forme 
et de taille variables (tubulaires, acineuses ou papillaires) envahissant les différentes 
structures de la paroi colique. La cellule tumorale est de grande taille, de cubique à 
cylindrique et a souvent un cytoplasme abondant éosinophile peu muco-secrétant et à 
limites nettes. Le noyau des cellules est souvent vitreux, mais peut avoir une chromatine 
dense, avec un nucléole proéminent et des contours irréguliers. Les tumeurs épithéliales 
du côlon et du rectum sont classées, selon la prédominance des formations glandulaires 
en adénocarcinomes bien différenciés (95% de la tumeur), moyennement différenciés 
(50-95% de formations glandulaires), peu différentiés (glandes entre 5-50% de la tumeur) 
et indifférenciés (moins de 5% de formations glandulaires)(Aaltonen et al., 2000). Bien 
que rares, il existe deux autres sous-classes d’adénocarcinomes dans le côlon. Quand le 
cancer comporte plus de 50% de mucine, il s’agit d’un adénocarcinome mucineux. Le 




dépasse 50% de la tumeur. Ces deux types surviennent respectivement dans 10-15% et 
0.1-2,4% des cas (Pande et al., 2008). Ces deux types de tumeurs sont considérés comme 
des adénocarcinomes peu différenciés (Aaltonen et al., 2000). Si la tumeur comporte 
moins de 50% de ces deux critères, on parle d’adénocarcinome avec composante 
mucineuse ou en bague à chaton, car le pronostic peut être différent selon leur présence 
et leur proportion dans les tumeurs colorectales (Borger et al., 2007; Pande et al., 2008; 
Tan et al., 2015) 
 
1.3.4. Classification anatomoclinique (TNM et regroupement en stades) : 
Après examen histologique, l’adénocarcinome colorectal est classé selon l'extension dans 
la paroi et l'atteinte éventuelle de ganglions lymphatiques, en utilisant des classifications 
internationalement reconnues, la plus utilisées est la classification TNM (T: tumour size, 
N : nodes, M : metastasis) de l’organisation mondiale de la santé (OMS). Elle regroupe les 
tumeurs en fonction de leur taille ou du degré d’envahissement pariétal (T, voir tableau 
I), du statut des ganglions régionaux (N, voir tableau II) et de la présence ou non de 
métastases (M, voir tableau III). Dans un but de prise en charge thérapeutique, les 
tumeurs sont ensuite regroupées en stade (voir tableau IV).  
Tableau I. Tumeur primitive (T) dans la classification TNM. 
Tis  Tumeur confinée à la muqueuse 
T1 Tumeur envahissant la sous-muqueuse 
T2 Tumeur envahissant la musculeuse 
T3 
Tumeur envahissant la sous-séreuse ou les tissus péri-coliques ou 
péri-rectaux non péritonisés 
T4 
Tumeur envahissant directement d'autres organes ou d'autres 









Tableau II. Métastases ganglionnaires (N) dans la classification TNM. 
N0 Absence de métastase ganglionnaire régionale 
N1 Métastases dans 1 à 3 ganglions lymphatiques régionaux 
N2 Métastases dans plus de 4 ganglions lymphatiques régionaux 
 
Tableau III. Localisation dans d’autres organes (M) dans la classification TNM. 
M0 Pas de métastase. 
M1 Présence de métastases. 
 
Tableau IV. Regroupement par stade  
 TNM 
Sade 0 Tis (in situ) N0 M0 
Stade I T1, T2 N0 M0 
Stade II T3, T4 N0 M0 
Stade III Quel que soit T N1, N2 M0 


















1.4. Le facteur oncogénique MYC 
Le proto-oncogène MYC est l’un des facteurs de transcription les mieux connus pour son 
implication dans la carcinogenèse et la progression de plusieurs types de cancers agissant 
comme un régulateur principal de l’expression de gènes impliqués dans la prolifération, 
l’invasion, l’apoptose, le métabolisme ainsi que la synthèse et la réparation de l’ADN 
(Dang 2012; Luscher 2012). MYC fait partie d’une famille de trois membres incluant N-
MYC et L-MYC. MYC fonctionne comme un facteur de transcription et s’associe avec son 
partenaire MAX créant un hétérodimère qui se lie à l’ADN au niveau de la séquence 
consensus 5'-CANNTG-3' nommée E-box (Dang 2012; Luscher 2012), pour activer la 
transcription de ses gènes cibles, par exemple suite à des signaux prolifératifs. Dans un 
autre contexte, comme la différenciation cellulaire, c’est le facteur MAD qui entre en 
compétition avec MYC pour se lier avec MAX et réprimer les mêmes gènes cibles de MYC 
(figure 2) (Ayer et al., 1993). La répression de l’expression de certains gènes se fait aussi 
par la liaison de MYC au facteur Miz-1 (Myc-interacting zinc-finger protein-1) (Gebhardt 
et al., 2006), ce qui empêche la liaison de Miz-1 au complexe CBP/p300 et favorise le 
recrutement des Dnmts (DNA methyltransferases), dont Dnmt3a, qui entrainent la 
méthylation des promoteurs et la répression de la transcription (figure 2) (Brenner et al., 
2005). La dérégulation de MYC dans le cancer peut être la conséquence de plusieurs 
altérations dont les mutations géniques, l’amplification (augmentation du nombre de 
copies), mais aussi la régulation par différentes voies de signalisations comme la voie 
Wnt/β-caténine et la voie RAS/MEK/ERK (Dang 2012), toutes les deux souvent actives 
dans le cancer colorectal. Dans la première voie, c’est la β-caténine qui, une fois échappée 
à la dégradation par le complexe APC/Axin/GSK3β (Glycogen synthase kinase 3β), diffuse 
au noyau et augmente la transcription du gène MYC par sa liaison au facteur de 
transcription TCF (T-cell factor). L’activation de la voie Wnt/β-caténine entraine 
l’inhibition de la GSK3β par Dishevelled, ce qui empêche la phosphorylation de MYC sur 
la thréonine 58 et prévient sa dégradation par le protéasome (figure 3). D’autre part, la 
phosphorylation de MYC par ERK sur la sérine 62 favorise sa stabilisation. Une fois dans 




canonique CACGTG est fréquemment observée dans le promoteur de plusieurs gènes 




Figure 2. Le réseau MYC/MAX/MAD et leur activité transcriptionelle. L’hétérodimère 
MYC/MAX une fois lié sur l’ADN au niveau d’un élément E-Box recrute différents facteurs 
comme TBP et TRRAP (non représentés sur la figure) ainsi que les HATs (histones 
acetyltransférases), ce qui permet l’acétylation des histones et un changement de la 
configuration de la chromatine pour faciliter la transcription des gènes cibles. 
L’interaction de MYC/MAX avec Miz-1, empêche la liaison de ce dernier avec les 
cofacteurs CBP/p300 et entraîne le recrutement des méthyltransféraes de l’ADN, dont 
Dnmt3a, qui vont induire la méthylation des régions promotrices au niveau des ilots CpG 
et réprimer l’expression de certains gènes cibles comme P15INK4B et P21. En compétition 
avec MYC/MAX, c’est le complexe MAD/MAX qui va se lier sur les mêmes E-box et va 
recruter Sin3, N-CoR (non représentés sur le schéma) et les HDACs (histone deacetylases,) 
ce qui conduit la compaction de la chromatine et la répression de l’expression des gènes 






En effet, le promoteur des gènes ITGA6, ITGB1 et ITGB4 comportent une séquence E-Box 
(Fernandez et al., 2003), mais chez la souris, MYC réprime l’expression de ces gènes par 
sa liaison à Miz-1 (Gebhardt et al., 2006). À l’opposé, MYC est surexprimé dans plusieurs 
cancers dont le cancer colorectal (Erisman et al., 1985; Sikora et al., 1987; Rochlitz et al., 
1996) et dans les cellules cancéreuses il augmente l’expression d’ITGB4 (Ni et al., 2005) 
et ITGA6 (Groulx et al., résultats non publiée), ce qui se traduit par l’augmentation de 
l’expression de l’intégrine α6Aβ4. Celle-ci va, à son tour, promouvoir la signalisation de la 
voie WNT/β-caténine en stabilisant Dishevelled qui va maintenir l’inhibition de la GSK3β, 
ce qui stabilise MYC et augmente son expression (figure 3). Il est à noter que l’intégrine 
α6Bβ4, dont l’expression n’est pas augmentée dans les cellules cancéreuses colorectales, 
inhibe leur prolifération ainsi que l’activité de MYC (Dydensborg et al., 2009; Groulx et al., 
2014) par un mécanisme qui impliquerait la liaison de la queue cytoplasmique de la sous-
unité α6B au facteur inhibiteur de MYC, BIN1 (bridging integrator-1). En fait, BIN1 inhibe 
l’activité transcriptionnelle de MYC par plusieurs mécanismes (Elliott et al., 1999) mais 
l’implication directe de l’intégrine α6Bβ4 n’est pas encore bien établi. Au total, ces 
constatations suggèrent l’existence d’une boucle de régulation positive entre MYC et les 
intégrines, en tenant compte aussi de la régulation de MYC par la voie RAS/MEK/ERK. 
Cette voie peut être sous le contrôle de plusieurs récepteurs membranaires dont les RTK 














Figure 3. Régulation de MYC et sa relation avec les voies de signalisation liées aux 
intégrines. La voie Wnt/β-caténine, une fois active, contrôle l’expression du facteur 
oncogénique MYC (1), mais aussi sa stabilisation par l’inhibition de la GSK3β (2) sous 
l’effet de Dishevelled. Quand la voie RAS/MEK/ERK est active, ERK phosphoryle MYC pour 
inhiber sa dégradation (2). Une fois dans le noyau, MYC augmente l’expression de 
plusieurs gènes dont ITGA6 et ITGAB4 (3). D’un autre coté l’intégrine α6Aβ4 active 
Dishevelled dans la voie Wnt/β-caténine (4) et augmente l’expression de MYC alors que 
α6Bβ4 inhibe l’activité de MYC (5). Les récepteurs tyrosine kinase et d’autres intégrines 
β1 peuvent réguler positivement la voie RAS/MEK/ERK (6) et stabilisent MYC. Adapté de 








1.5. Les intégrines : 
Ce sont des récepteurs transmembranaires faits de la liaison non covalente entre une 
sous-unité α et une sous-unité β, et qui participent à la liaison des cellules aux composants 
de la matrice extracellulaire et à certaines liaisons spécialisées des cellules entre elles. À 
date, on a identifié 8 sous-unités β et 18 sous-unités α, qui forment 24 intégrines 
différentes dans leur composition mais aussi leur localisation, leur expression et leur rôle 
dans les conditions physiologiques et pathologiques. Les intégrines permettent d’assurer 
l’intégrité de la liaison du cytosquelette de la cellule à la MEC, d’où leur nom. Les sous-
unités α et β sont totalement distinctes, avec aucune homologie détectable entre elles. 
L’identité de séquence entre les sous-unités α est d'environ 30% et celle des sous-unités 
β est de 45%, ce qui indique que les deux familles de gènes codant pour les sous-unités α 
et β ont évolué par duplication de gènes (Takada et al., 2007). Les intégrines peuvent être 
classées selon leur ligand et leur appartenance en quatre groupes : le groupe des 
intégrines qui reconnaissent la séquence d’acides aminés GFOGER (O: hydroxyproline) 
présente dans le collagène, le groupe des intégrines récepteurs de la laminine, les 
intégrines qui reconnaissent la séquence RGD (Arginine-Glycine-Aspartate) présente dans 
la fibronectine, vitronectine et fibrinogène, et le groupe des intégrines spécifiques aux 
leucocytes (figure4) (Takada et al., 2007; Barczyk et al., 2010). Les deux sous-unités des 
intégrines ont chacune une extrémité N-terminal extracellulaire formant un domaine 
globulaire de liaison au ligand. Cette partie repose sur un domaine transmembranaire qui 
se termine par une courte extrémité C-terminal intra cytoplasmique. Du coté 
extracellulaire, la sous-unité α est composée d’un domaine à 7 feuillets beta incorporant 
le domaine I (inséré) présent dans 8 sous-unités (α1, α2, α10, α11, αL, aM, αX et αD) 
(Barczyk et al., 2010). Ce I domaine comporte un motif MIDAS (metal ion dependent 
adhesion site) qui réalise un pont magnésium entre le récepteur et le ligand. Les deux 
derniers feuillets beta peuvent lier le calcium créant un encombrement stérique pouvant 
altérer la liaison au ligand. Le domaine à 7 feuillets est lié au domaine tight, C1 et C2 qui 
forment un pied de l’intégrine relié au domaine transmembranaire. C’est la sous-unité α 




sa queue cytoplasmique varie selon le type de sous-unité et permet l’activation de voies 




Figure 4. La super famille des intégrines. Il existe chez les mammifères 24 hétérodimères 
d’intégrines formés par la combinaison de 18 sous-unités α et 8 sous-unités β. Cette figure 
montre une classification des intégrines selon leur spécificité de liaison mais aussi selon 
leur appartenance. Les sous-unités β sont représentés avec des cercles noirs alors que les 
sous-unités α sont soit en orange pour les récepteurs au collagène, en vert pour les 
intégrines qui reconnaissent la séquence RGD, en bleue les récepteurs à la laminine et en 
jaune le groupe des intégrines exprimées dans les leucocytes. Les intégrines récepteurs 
au collagène peuvent reconnaitre la séquence d’acide aminé GFOGER, l’intégrine α1β1 









La sous-unité β comporte 7 domaines. Le domaine Plexin-semphahorin-integrin (PSI), le 
domaine I, le domaine hybride et 4 domaines de répétition EGF-like pour former l’autre 
pied de l’Intégrine. Le domaine βI, comportant le motif de liaison au Mg+2 et un motif 
adjacent ADMIDAS (adjacent MIDAS). Ce dernier peut lier le Ca2+ et intervient dans le 
changement de conformation (Humphries et al., 2003). Les cations bivalents peuvent 
influencer à la fois l’affinité et la spécificité de la liaison d’une intégrine à son ligand 
(Arnaout et al., 2005). À l’instar des récepteurs tyrosine kinase, les intégrines n’ont pas 
d’activité enzymatique intrinsèque mais elles ont la particularité d’assurer une 
signalisation dans deux directions opposées par un remarquable mécanisme de 
changement de conformation et d’affinité (Shattil et al., 2010). La liaison du ligand à 
l’intégrine entraine l’activation de celle-ci et engendre une signalisation de l’extérieur 
vers l’intérieur de la cellule (figure 5). À l’opposé, la signalisation dans le sens intérieur-
extérieur se fait du coté cytoplasmique où des molécules comme la taline ou la kindline 
vont forcer le changement de la conformation repliée inactive vers une conformation 
étendu d’affinité élevée pour le ligand (Shattil et al., 2010). Ces deux types d’activation 
des intégrines se font d’une manière synergique et coordonnée et peuvent s’influencer 
et se potentialiser mutuellement. En effet, l’activation de l'intégrine peut augmenter la 
force de liaison du ligand, et inversement, la liaison du ligand peut générer une 
signalisation intracellulaire. Les intégrines vont donc permettre à la cellule de réaliser un 
lien entre son cytosquelette et les éléments de la matrice extracellulaire par le 
recrutement de molécules comme la taline, la paxilline et FAK selon une organisation 
hiérarchique (Miyamoto et al., 1995; Parsons et al., 2010). Suivant le contexte, il s’agit des 
plaques d’adhésion et les adhésions focales pour les fibroblastes et les cellules 
épithéliales, de podosomes pour les macrophages et les ostéoclastes et d’invadopodes 
pour les cellules cancéreuses (Shattil et al., 2010). Une fois l’intégrine liée à son ligand, 
elle active plusieurs voies de signalisation via les sous-unités β et/ou α et, selon l’intégrine 
et les molécules recrutées, influence différents processus cellulaires dont la prolifération, 




gènes (Giancotti 1997; Aplin et Juliano 1999; Gagne et al., 2010; Vachon 2011; Beausejour 




Figure 5. Activation et signalisation bidirectionnelle des intégrines. Les intégrines sont 
les seuls récepteurs membranaires de type II pouvant induire une signalisation dans deux 
sens différents avec des conséquences biologiques importantes pour la cellule. La liaison 
d’un ligand à l’intégrine entraine un changement de sa conformation de repos repliée 
inactive (1) à une forme étendue et active (2). Les ligands multivalents permettent de 
regrouper et d’activer différentes intégrines dans les plaques d’adhésion, ce qui amplifie 
le signal. Les intégrines recrutent alors des molécules transductrices du signal pour activer 
plusieurs voies de signalisation, selon l’intégrine et les molécules recrutées, et influencer 
la prolifération, la survie, la polarité cellulaire ainsi que la régulation de l’expression de 
certains gènes. L’intégrine peut être activée à partir de l’intérieur de la cellule par 
plusieurs molécules comme la taline (3) augmentant sont affinité au ligand et permettant 
à la cellule de réguler les forces d’adhésion, de migrer et d’influencer le remodelage de la 





1.6. Les intégrines dans l’intestin normal et dans le cancer colorectal : 
Les cellules épithéliales intestinales expriment les intégrines de façon différentielle 
suivant leur position et leur état de différentiation le long l’axe crypte villosité, mais aussi 
selon la variation de la composition des constituants de la lame basale épithéliale sous-
jacente, ce qui reflète leur implication dans l’homéostasie de l’épithélium intestinal et 
leur rôle dans plusieurs fonctions dont la migration, la prolifération et la survie des 
cellules épithéliales intestinales normales (Beaulieu 1999). L’expression des intégrines 
varie aussi dans le cancer colorectal selon le type de l’hétérodimère mais elles sont 
rarement retrouvées mutées. Plusieurs études s’accordent sur leur implication dans les 
différentes étapes de progression de ce cancer par l’activation de voies de signalisation, 
l’interaction avec les constituants de la matrice extracellulaire leur conférant un rôle 
primordial, par exemple, dans l’invasion et la migration cellulaire (Bates 2005; Le 
Tourneau et al., 2007; Desgrosellier et Cheresh 2010; Onodera et al., 2013). Certaines 
intégrines sont présentes uniquement dans l’intestin fœtal comme α8β1 (Lussier et al., 
2000; Benoit et al., 2009) et α9β1 (Dieckgraefe et al., 1996; Desloges et al., 1998). α8β1 
est absente dans le CCR et sa surexpression dans les cellules cancéreuses colorectales les 
sensibilise à l’anoïkose (Benoit et al., 2010), alors qu’α9β1 est ré-exprimée dans les 
cellules tumorales des adénocarcinomes colorectaux et dans les lignées tumorales Caco-
2/15 et T84 (Basora et al., 1998) mais son rôle est encore inconnu. L’expression des 
intégrines dans l’intestin et le CCR dépend aussi de certains variants d’épissage comme 
c’est le cas de l’intégrine α6β4 qui compte cinq variants pour β4 (A-E) et deux variants 
pour α6 (A et B). En effet, seulement β4A est présent dans l’épithélium intestinal (Basora 
et al., 1999) et c’est sa forme ctd+ qui est exprimée dans le CCR (Basora et al., 1998; Ni et 
al., 2005). Pour la sous-unité α6, le variant α6B est associé à la zone différenciée da la 
villosité et a une action antiproliférative in vitro. Ce variant est, en fait, absent dans le 
CCR. Par contre, la sous-unité α6A est présente au niveau des cellules prolifératives de la 
crypte (Dydensborg et al., 2009; Dydensborg et al., 2009), son expression est augmentée 
dans le CCR et elle régule positivement la voie Wnt/β-caténine (Groulx et al., 2014). 




2001) et régule la voie MAPK/ERK par le recrutement des molécules transductrices 
SHC/GRB2 (Wei et al., 1998). Les intégrines α1β1 et α2β1, récepteurs au collagène, sont 
présentes uniquement dans la membrane basolatérale des cellules du compartiment 
prolifératif de la crypte de l’intestin, alors que α3β1 est observée dans les cellules 
différenciées de la villosité intestinale ce qui correspond à la présence du ligand de cette 
dernière, les laminines 1 et 5, au niveau de la lame basale de la villosité (Beaulieu 1992; 
Beaulieu 1997; Beaulieu 1999). L’expression de l’intégrine α3β1 diminue dans les 
adénomes (Stallmach et al., 1992) et le cancer colorectal (Pignatelli et al., 1990; Stallmach 
et al., 1992). Celle de α2β1 est augmentée dans le CCR (Pignatelli et al., 1990). 
Récemment, il a été démontré que la cadhérine 17 active, via la liaison directe à l’intégrine 
α2β1, la voie signalisation RAS/MEK/ERK et contribue à la prolifération et la métastase 
des cellules tumorales colorectales (Bartolome et al., 2014). L’implication de l’intégrine 




















1.7. L’intégrine α1β1. 
La sous-unité α1, dont β1 est l’unique partenaire, a le plus court domaine cytoplasmique 
(Gardner 2014) mais c’est la plus grosse sous-unité α avec un poids moléculaire apparent 
avoisinant 210 kDa principalement en rapport avec un haut degré de glycosylation. Elle a 
été découverte en 1986 comme l’antigène VLA1 (very late antigen 1) exprimé à la surface 
des lymphocytes de patients atteints de polyarthrite rhumatoïde (Hemler et al., 1986). 
L’intégrine α1β1 constitue avec α2β1, α10β1, et α11β1, les principaux récepteurs au 
collagène IV. Elles reconnaissent, grâce à l’implication du domaine I, la séquence 
peptidique GFOGER répétitive sur ce constituant principale de la membrane basilaire 
épithéliale (Kern et Marcantonio 1998; Barczyk et al., 2010). La sous-unité α1 est 
largement exprimée dans le mésenchyme, notamment par les cellules endothéliales, les 
fibroblastes et les cellules musculaires lisses (Gardner 2014).  
L’intégrine α1β1 contribue à la régulation de la synthèse du collagène (Gardner et al., 
1999) dans les fibroblastes, mais aussi à leur prolifération et leur survie (Pozzi et al., 1998) 
ainsi que celles des cellules endothéliales (Abair et al., 2008). Du point de vue fonctionnel 
α1β1 se lie, par le domaine transmembranaire de la sous-unité α1, à la cavéoline-1, qui 
recrute à son tour les protéines adaptatrices Shc et Fyn qui activent ensuite la voie 
RAS/MEK/ERK (figure 6) (Pozzi et al., 1998; Wary et al., 1998; Giancotti 2000). Dans les 
cellules endothéliales, il a été démontré que certaines fonctions de l’intégrine α1β1 
nécessitent la présence d’acide-aminés spécifiques dans la queue cytoplasmique de la 
sous-unité α1, dont la proline 1142 et la leucine 1145 qui sont importantes pour 
l’activation de ERK, alors que la lysine 1146 est impliquée dans l’adhésion et la migration 
cellulaires (régulation de p38). La substitution de la lysine 1151 rend la queue COOH 
chargée positivement, ce qui induit une perte complète des fonctions suscitées de cette 
intégrine. Dans les épithéliums, bien que rapportée généralement peu exprimée, α1 est 
présente au cours du développement dans le rein et l’épithélium cutané mais aussi chez 
l’adulte dans les cellules épithéliales de l’endomètre et les hépatocytes. Dans l’intestin 
grêle et le côlon, α1 est présente dans le compartiment des cellules épithéliales 




de l’épithélium de surface de la muqueuse colique, alors que la sous-unité β1 est 
exprimée par toutes les cellules de l’épithélium intestinal (Choy et al., 1990; MacDonald 
et al., 1990; Beaulieu 1992). Ce profil d’expression de la sous-unité α1 dans l’intestin est 
en corrélation avec le rôle pro-prolifératif de l’intégrine α1β1 observé dans les 
fibroblastes, mais aussi sa surexpression dans certaines tumeurs. En effet, la sous-unité 
α1 est présente dans le lymphome T cutané (Sterry et al., 1992) et les leiomyosarcomes 
(Mechtersheimer et al., 1994) alors que sa présence dans les mélanomes est controversée 
(Gardner 2014). Dans les tumeurs épithéliales, α1 est observée dans l’adénocarcinome 
brochioloalvéolaire, les tumeurs carcinoïdes (Koukoulis et al., 1997) et le carcinome 
épidermoïde primitif du poumons, pour lequel l’expression de la sous-unité α1 corrèle 
avec son caractère métastatique (Gogali et al., 2004). Dans le modèle murin de cancer 
pulmonaire non à petites cellules, les souris invalidées pour α1 développent des tumeurs 
de petite taille et moins nombreuses que les souris contrôle, avec une baisse importante 
de la vascularisation de ces tumeurs qui est en rapport avec une production accrue des 
MMP9 (métaloprotéinases matricielles 9), qui induisent à leur tour une augmentation de 
la production de l'angiostatine, ce qui inhibe la croissance des cellules endothéliales (Pozzi 
et al., 1998; Chen et al., 2005). Les souris invalidées pour α1 ont une survie plus 
importante que les souris contrôles et ce même en présence d’un KRAS muté. Ce 
phénotype est en rapport avec une baisse de la phosphorylation de ERK et une 
augmentation de l’activation de p38 dans les tumeurs développées (Macias-Perez et al., 
2008). D’autre part, α1β1 contribue à l’invasion des cellules tumorales des carcinomes 
des poumons et du foie (Lochter et al., 1999; Yang et al., 2003). Cet effet a été démontré 
in vitro, dans le cancer colorectal, par une seule étude qui rapportait que α1β1 recrute le 
complexe paxilline/taline ce qui permet l’activation de FAK/Src puis celle de p130Cas/c-
Jun (figure 6) (Van Slambrouck et al., 2007). À date, aucune autre fonction d’α1β1 n’a été 
étudiée, et l’expression de la sous-unité α1 et sa régulation dans ce cancer ne sont pas 
encore connues. En fait, la première description de la régulation transcriptionnelle de la 
sous-unité α1 a été rapportée dans les cellules musculaires lisses où son expression peut 




sur le promoteur du gène ITGA1 (intégrine alpha 1) à 400 paires de bases en amont du 
site d’initiation de la transcription (Obata et al., 1997). D’autre part, Cheli et al ont 
rapporté que l’expression du gène ITGA1 est réprimée, et non celle du gène ITGA2 
(intégrine alpha 2), par méthylation de son promoteur durant la différentiation des 
cellules hématopoïétiques mononuclées en mégacaryocytes (Cheli et al., 2007). Ce type 
de régulation de la sous-unité α1 n’a pas été rapporté dans d’autres tissus. 
 
Figure 6. Implication de la sous-unité α1 dans la signalisation induite par l’intégrine 
α1β1. Suite à sa liaison à son ligand, c’est la sous-unité β1 qui fait la liaison au 
cytosquelette d’actine par le réseau taline/FAK/vinculine/paxilline, et recrute Src qui joue 
un rôle dans la survie des cellules épithéliales intestinales. L’intégrine α1β1 par 
l’intermédiaire du domaine transmembranaire de la sous-unité α1 recrute la cavéoline-1. 
Celle-ci se lie a Fyn (ou Yes) et Shc qui phosphoryl Grb2. Grb2 active Sos ce qui active par 
la suite la voie proproliférative RAS/MEK-ERK. La sous-unité β1 peut activer cette voie via 






1.8. La migration cellulaire : 
La migration cellulaire est un évènement fondamental pour le déplacement de différents 
types cellulaires pour assurer des fonctions particulières comme au cours du 
développement embryonnaire, la cicatrisation, la vascularisation et l’inflammation, mais 
aussi au cours de la pathologie tumorale incluant la croissance tumorale, la 
néoangiogenèse et la formation de métastases. C’est un processus complexe et finement 
régulé faisant intervenir différents facteurs qui assurent une parfaite coordination entre 
des signaux intracellulaires et extracellulaires et qui résultent en un mouvement de la 
cellule grâce à son interaction avec les éléments de la matrice extracellulaire. Un cycle 
migratoire peut être divisé en plusieurs étapes : la polarisation de la cellule vers un facteur 
chimioattractant; la protrusion de la membrane sous forme de lamellipodes dans le sens 
du front de migration et l’adhésion à la matrice; détachement des adhésions à l’arrière 
de la cellule et la rétraction du corps cellulaire (figure 7) (Vicente-Manzanares et al., 
2005). Le processus de migration est déclenché par la polymérisation de l’actine qui force 
la protrusion de la membrane cytoplasmique et forme ainsi des lamellipodes et filipodes. 
Il y a ensuite recrutement et agrégation des intégrines (β1) qui vont s’associer à l’actine 
par plusieurs protéines de liaison dont la taline vinculine, paxilline et α-actinine, et 
recrutent des protéines adaptatrices comme FAK (focal adhesion kinase ) et Src (Rous 
sarcoma oncogene cellular homolog) qui vont induire différentes signalisations dont 
l’activation de GTPases de la famille Rho (Rac, Cdc42 et Rho) et la phosphorylation de 
MLCK (Myosin light-chain kinase), ce qui résulte en la formation de nouvelles fibres de 
stress et la contraction des filaments d’actine (Zaidel-Bar et al., 2004; Vicente-
Manzanares et al., 2005; Vicente-Manzanares et al., 2009). Du coté postérieur, le 
détachement des adhésions cellulaires se fait par un mécanisme impliquant le calcium 
qui diffuse à ce niveau et conduit à l’augmentation de la production d’AMPc (Adénosine 
monophosphate cyclique). Ce dernier active la PKA (Protéine kinase A), qui phosphoryle 
RhoA et diminue son activité. Cet effet provoque la perte des fibres de stress et des 
adhésions focales et le détachement des liens avec la matrice, ce qui permet à la cellule 




dégradées ou recyclées vers le front de migration par un transport vésiculaire impliquant 
les protéines Rab21 et les caveolae (Shin et al., 2012; Onodera et al., 2013).  
 
 
Figure 7. Représentation schématique de l’implication des intégrines dans la migration 
cellulaire. Dès que la cellule détermine la direction de son mouvement, c’est la 
polymérisation de l’actine qui est responsable de la formation de protrusions de la 
membrane cellulaire sous forme de lamellipodes ou de filipodes. Dans ces structures les 
filaments d’actines vont être connectés aux intégrines par l’intermédiaire de protéines 
adaptatrices comme la taline et la vinculine. La liaison des intégrines au substrat réalise 
des points d’adhésions focales qui serviront comme des points d’appuis lors du 
mouvement du corps cellulaire. Ce mouvement est amorcé par la contraction des fibres 
d’actine faisant intervenir le complexe actine-myosine. Les intégrines sont ensuite 
recyclées, via le transport vésiculaire pour former de nouvelles adhésions ou être 
acheminées vers la dégradation. L'étape finale est le mouvement du corps et la partie 
arrière de la cellule. Il y a rupture des adhésions à ce niveau et le déplacement est 
provoqué par le glissement des myosines sur les filaments d'actine situés dans le corps de 






2. Problématique, hypothèse et objectifs : 
Le cancer colorectal demeure malheureusement l'un des cancers les plus fréquents et 
mortels au Canada et dans le monde. Pour un diagnostic plus précoce et un traitement 
plus efficace, il est donc impératif de mieux comprendre ce cancer à travers 
l’identification des facteurs qui peuvent intervenir dans son développement et sa 
progression. Durant ces évènements, les cellules cancéreuses subissent des mutations 
oncogéniques et des changements d'expression de certaines molécules importantes pour 
leur prolifération et leur survie, incluant les récepteurs membranaires comme les 
intégrines. Dans l’intestin grêle et le côlon normal de l’adulte, l’intégrine α1β1 est 
exprimée uniquement par les cellules de la zone proliférative de la crypte alors qu’elle est 
absente dans les cellules différenciées. Un des buts de mon projet est d’analyser 
l’expression de la sous-unité α1 dans le cancer colorectal. Parmi les rares publications qui 
ont porté sur la régulation de l’expression du gène ITGA1 qui code pour la sous-unité α1, 
une seule avait montré que ce gène est réprimé par méthylation de l’ADN des cellules 
hématopoïétiques, alors que N-MYC pourrait moduler son expression dans les 
neuroblasomes. Dans mon étude nous allons identifier les mécanismes ainsi que les 
possibles facteurs de transcription qui peuvent réguler l’expression de la sous-unité α1 
dans le contexte du cancer colorectal. Du point de vue fonctionnel, α1β1 supporte la 
prolifération, la survie et l’invasion des cellules tumorales mammaires et pulmonaires 
dans le modèle murin. Des études ont démontré que des fonctions prolifératives, de 
survie et de migration sont attribuées à la sous-unité α1. D’autres études ont montré que 
l’intégrine α1β1, via le recrutement de la cavéoline 1 par la sous-unité α1, régule 
positivement la voie proliférative RAS/MEK/ERK. Le fait que cette intégrine est présente 
uniquement dans la crypte suggère qu’elle peut avoir un rôle pro-prolifératif dans le 
contexte du cancer colorectal, dans lequel l’expression de cette sous-unité n’est pas 
connue. Nous postulons donc que l’intégrine α1β1 est exprimée dans le cancer colorectal 






Pour valider mon hypothèse de recherche je me suis fixé trois objectifs : 
 
1- Analyser le profil d’expression de la sous-unité α1 dans les cellules tumorales 
colorectales et quantifier son expression dans les tissus d’adénocarcinomes par rapport 
à son expression dans le tissu colique normal;  
 
2- Analyser le promoteur du gène ITGA1 qui code pour la sous-unité α1 et identifier les 
mécanismes et/ou les facteurs de transcription qui pourraient intervenir dans la 
régulation de l’expression du gène ITGA1 dans le CCR; 
 
 
3-  Déterminer le rôle de l’intégrine α1β1 dans la progression de l’adénocarcinome 
colorectal, en abolissant l’expression de la sous-unité α1 et en mesurant son impact sur 
la prolifération, la survie et la migration des cellules adénocarcinomateuses colorectales 














3. Matériels et méthodes : 
3.1. Patients, tissus et TMA (tissue micro array) : 
- Patients : 
Les échantillons de 65 tumeurs colorectales ainsi que les marges de résection respectives 
(marge de résection située au moins à 10 cm de la tumeur primaire) ont été obtenus après 
chirurgie de patients atteints de cancer colorectal n’ayant subi aucun traitement néo 
adjuvant préalable (sans chimiothérapie et sans radiothérapie). Les tissus ont été obtenus 
après un consentement éclairé et écris conformément à un protocole approuvé par le 
comité d’éthique du centre hospitalier universitaire de Sherbrooke. Le diagnostic 
histopathologique a été confirmé au département de pathologie et les tumeurs ont été 
groupées selon la classification TNM de l’OMS. 
- Tissus : 
Rapidement après l’opération chirurgicale et avant la fixation de la pièce opératoire, pour 
chaque patient, des échantillons de la tumeur et de la marge de résection ont été prélevés 
et ont été directement enrobés dans l’OCT (optimal cutting temperature, VWR, Ville 
Mont-Royal, Québec) puis congelés à -80oC. Ces prélèvements ont été utilisés pour les 
études d’immunofluorescence (IF). À partir des tissus non fixés, l’ARN (acide 
ribonécléique) a été extrait utilisant la trousse Totally RNA kit en suivant la procédure du 
manufacturier (Invitrogen, Burlington, ON). La transcription inverse de l’ARN a été réalisé 
en utilisant la trousse AMV reverse transcriptase (Roche, Laval, QC). D’autres échantillons 
ont été fixés dans une solution de 0,1 M PBS [phosphate-buffered saline; NaCl 137mM 
(Fisher), KCl 2,7mM (Avantor, Center Valley, PA), Na2HPO4 10mM (Fisher), KH2PO4 1,8mM 
(Sigma)] contenant 4% de paraformaldéhyde (PFA, Thermo Fisher Scientific, Burlington, 
ON), durant la nuit à 4oC. Par la suite, les échantillons ont été déshydratés dans des bains 
à concentration d’alcool croissante, inclus en paraffine puis des coupes de 5 µm 
d’épaisseur ont été réalisées puis colorées à l’hématoxyline (EMD, Chemicals, San Diego, 
CA) et à l’éosine (Fisher) pour l’étude morphologique. À partir des tissus enrobés de 
paraffine, des coupes de 10 µm ont été réalisées pour l’extraction de l’ADN génomique 




(Qiagen, Valencia, CA). L’ADN extrait a été amplifié par PCR (polymerase chain reaction) 
et la présence de mutations dans les tumeurs a été détectée par séquençage direct, 
réalisé par la Plateforme de Séquençage et de Génotypage des Génomes du Centre de 
Recherchée du Centre Hospitalier de l’Université Laval (Laval, Québec, QC). La 
caractérisation moléculaire a inclus la mutation oncogénique de KRAS (Ki-ras; codons 12, 
13, et 61) et de BRAF (V600E), la mutation activatrice du gène CTNNB1 (exon3), la 
mutation de P53 (exons 5 et 8) (Conlin et al., 2005) ainsi que l’instabilité des 
microsatellites (MSI panel marker; NCI, Bethesda, MD). 
- Construction du TMA 
Préalablement à la confection du TMA, tous les tissus ont été morphologiquement 
analysés dans le but d’identifier les zones à prélever. La confection du TMA a été réalisée 
comme décrit précédemment (Chen et Zhou 2005; Boudjadi et al., 2013). À partir du bloc 
de paraffine correspondant à chaque tissu, en utilisant un punch de biopsie 
dermatologique de 2 mm de diamètre (Miltex Inc York, PA), un prélèvement sous forme 
de carotte est effectué au niveau de la zone marquée et transféré par la suite dans un 
moule préalablement couvert d’un double adhésif, évitant aux carottes de tomber. Ces 
carottes sont ensuite recouverte de paraffine chaude remplissant tout le moule et 
permettant la fusion avec la paraffine des carottes et ainsi créer un nouveau bloc après 
incubation d’environ une heure à 4°C. À partir de ce nouveau bloc, des coupes de 4 µm 
d’épaisseur sont effectuées à l’aide d'un microtome Spencer 820 (American Optical 
Company, NY). Les coupes étalées sur lame de verre ont été conservées à la température 
de la pièce (TP). Une coloration à l’hématoxyline (EMD) et à l’éosine (Fisher) a été réalisée 
pour confirmer la présence des zones tissulaires prélevées. 
3.2. Immunohistochimie et définition des scores d’expression : 
Au départ les coupes tissulaires montées sur lame de verre ont été déparaffinées dans 
deux bains successifs de xylène (EMD Chemicals, San Diego, CA) pendant 5 minutes, puis 
réhydratées deux fois 3 minutes dans des bains d’éthanol 100% (Les Alcools de 




l’étape de la réactivation antigénique a été réalisée en utilisant la méthode de révélation 
par la chaleur. Les lames ont été plongées dans le tampon citrate 10 mM pH 6.0 (Fisher), 
pour la détection des protéines α1 et CD-31, et dans le tampon Tris-EDTA-Tween [Tris-
HCl pH8 10mM (Wisent, St-Bruno, Québec, QC), EDTA 1mM pH8 (Sigma-Aldrich, Oakville, 
ON), Tween-20 0.05% (Fisher)] pour la détection de la protéine MYC, comme 
recommandé par la compagnie. Dans les deux cas, les lames mises dans les tampons ont 
été chauffées au four micro-onde (HOTPOINT, General Electric, Mississauga, ON) pendant 
20 minutes pour amener le tampon à ébullition. Après un refroidissement dans l’eau 
coulante pendant 15 minutes, les lames sont ensuite immergées dans l’H2O2 (Fisher) 0,2 % 
méthanol (Fisher) dans le but de bloquer les peroxydases endogènes.  
Par la suite, les tissus ont été incubés dans une solution de streptavidine (Vector 
Laboratories, Burlingame, CA) pendant 15 minutes suivi, après un lavage au PBS deux fois 
5 minutes, d’un blocage par la biotine (Vector Laboratories) pendant 15 minutes. Pour la 
détection de la protéine α1, un blocage des sites antigéniques non spécifiques a été 
effectué pendant 30 minutes avec un sérum comportant du PBS avec 0.1% BSA (Sigma), 
0.2% Triton X-100 (ICN Biochemicals, Aurora, OH), 0.1% donkey serum (Santa Cruz, Dallas. 
TX) et 0.1% goat serum (Santa Cruz). Pour MYC, les sites non spécifiques ont été bloqués 
par une solution de blotto 5% [PBS, 5% (w/v) lait en poudre Carnation (Makham, ON)] 
pendant 30 minutes. Directement après le blocage, les lames ont été incubées toute la 
nuit à 4°C dans une chambre humide avec la même solution de blocage comportant soit 
les anticorps anti-α1 (5 μg/ml, AF5676, R&D Systems, Minneapolis, MN), les anticorps 
anti-MYC (1/100, clone Y69, ab32072, Abcam) ou les anticorps anti-CD31 (5 μg/ml, P2B1, 
Wayner, E.A. / Vercellotti, G. DSHB). 
Le lendemain, les lames sont lavées dans du PBS deux fois 5 minutes sous agitation puis 
incubées pendant une heure à TP dans du blotto 5% comportant les anticorps secondaires 
biotinylés anti-chèvre 1:1000 (Millipore, Billerica, MA, USA) pour la détection de la sous-
unité α1 ou les anticorps biotinylés anti-lapin 1:1000 (GE Healthcare, Ipswich, MA, USA) 




Calbiochem, Canada) pour la détection du CD-31. Après lavage au PBS, 5 minutes à deux 
reprises, les lames sont incubées dans une chambre humide 1 heure à TP avec de la 
streptavidine-HRP (Vector Laboratories) diluée 1:1000 dans du PBS. Après rinçage des 
lames 2 fois 5 minutes avec du PBS, les tissus sont mis en réaction avec le complexe DAB 
(Vector Laboratories) jusqu'à coloration brune puis rincés 5 minutes dans l’eau distillée. 
Une contre coloration par l’hématoxyline de Harris (EMD) est réalisée dans le but de 
mettre en évidence l’architecture des tissus. Les lames sont incubées 2 minutes dans 
l’hématoxyline (EMD) et ensuite rapidement rincées pendant 2 minutes dans l’eau 
courante, puis plongées 4 fois dans une solution d’éthanol 100% (Fisher) contenant du 
HCl 1 N puis à nouveau rincées dans l’eau 2 minutes et ensuite plongées 4 fois dans le 
carbonate de lithium 2% (Fisher). Les tissus sont ensuite déshydratés en plongeant les 
lames 4 fois dans l’éthanol 100%. Les lames sont ensuite plongées dans le xylène à deux 
reprises pendant une minute. Le montage est effectué avec du medium Cytoseal (VWR) 
et des lamelles en verre 24x60 mm (VWR).  
L’étude immunohistochimique a été effectuée utilisant le microscope optique Reichert 
Polyvar 2 (Leica, Saint-Laurent, QC, Canada) équipé d’une caméra couleur (DFC300FX 
camera; Leica). La capture des photos a été réalisée en utilisant le logiciel Photoshop 
(Adobe, San Jose, CA). L’analyse a porté sur l’observation de l’intensité du marquage 
membranaire pour α1 et nucléaire pour MYC. Pour comparer l’expression des deux 
protéines dans le cancer par rapport au tissu non tumoral, et en fonction du stade du CCR, 
une échelle d’intensité de 0 à 2 a été utilisée pour classer les niveaux d’expression. Le 
score (0) est attribué aux tumeurs où l’expression est négative/faible ou comparable à 
celle de l’épithélium de surface, le score (1) est attribué quand l’expression est modérée 
et le score (2) quand l’expression est forte ou d’intensité supérieure à celle de la crypte. 
Ces valeurs ont été comparées par le test de McNemar-Bowker de façon appariée entre 
le tissu sain et le tissu cancéreux pour chaque patient. Pour la corrélation entre 
l’expression des protéines α1 et MYC dans le CCR, le test du Kappa pondéré (quadratique) 
avec mesure du pourcentage d’accord, a été utilisé pour apprécier la concordance des 




L’analyse statistique a été réalisée avec le logiciel SPSS, version 18.0 (SPSS, Chicago, I11, 
USA) et le logiciel StatXact, version 6 (Cytel Software Corporation). 
 
3.3. Immunofluorescence : 
Dans le but de déterminer le profil d’expression de la sous-unité α1 dans le CCR, des 
coupes congelées de 3 µm d’épaisseur ont été effectuées à partir d’échantillons de CCR 
de la banque des tissus. La procédure a été réalisée selon le protocol établi au laboratoire 
(Dydensborg et al., 2009; Khalfaoui et al., 2013). Les coupes ont été préalablement fixées 
dans l’éthanol pendant 20 minutes à -20°C et après deux lavages au PBS froid, un blocage 
des sites non spécifiques a été réalisé dans une solution de blotto 10% pendant 30 
minutes. Les sections ont été ensuite hybridées avec une solution de blotto 10% 
comportant les anticorps primaires anti-α1 dilués 1/10 (TS2/7 monoclonal, Endogen, 
Woburn, MA) et anti laminines dilués 1/1000 (Serotec, Raleigh, NC), pendant 2 heures à 
TP. Après trois lavages au PBS froid, les tissus ont été ensuite incubés pendant une heure 
avec les anticorps secondaires anti souris conjugués au 488-AlexaFluor (Molecular Probe, 
Burlington, ON) et anti lapin conjugués au 594-AlexaFluor (Molecular Probe). Après deux 
lavages au PBS froid, les noyaux ont été colorés au PBS-DAPI (40,6-diamidino-2-
phenylindole, 10 ng/ml, pH 7.4) pendant 2 minutes suivi d’un deuxième lavage au PBS. 
Après montage dans une solution de glycérol (PBS (9:1) 0.1% paraphenylenediamine) les 
tissus ont été observés avec le microscope Leica (DMRXA microscope, Leica) équipé de la 
caméra RTE/CCD Y/Hz-I300 (Leica) et les images obtenues ont été montées utilisant le 
logiciel Metamorph Imaging System (Universal Imaging, West Chester, PA). 
 
3.4. Culture cellulaire : 
Les lignées cellulaires tumorales coliques HT29, T84, SW480, SW620, DLD1, ainsi que la 
lignée HEK293T (issue de cellules embryonnaires rénales immortalisées) ont été obtenues 
de l’American Type Culture Collection (Manassas, VA, USA). La lignée Caco-2/15 est un 
sous-clone de la lignée Caco-2 qui a été bien caractérisé dans notre laboratoire et ailleurs 




gardées à -80°C ou dans l’azote liquide pour le stockage de longue durée. Toutes les 
cellules ont été mises en culture dans le milieu Dulbecco’s Modification Eagle’s Medium 
(DMEM) (Wisent) complémenté de 10% de sérum fœtal bovin (FBS) (Wisent, St-Bruno, 
Québec, QC), 2 mM GlutaMAX (Gibco) et 10 mM Hepes (Wisent), excepté la lignée T84 
dont les cellules ont été maintenues dans le milieu de culture Dulbecco’s modified Eagle’s 
medium/F12 (Life Technologies) comportant 5% de FBS, 2.5 mM GlutaMAX, 15 mM Hepes 
et 0.5 mM de sodium pyruvate (Basora et al., 1998; Dydensborg et al., 2009; Groulx et al., 
2014). Toutes les cellules ont été maintenues à 37°C dans un incubateur à atmosphère 
humidifiée comportant 5% de CO2. Des tests de vérification de la contamination par les 
mycoplasmes ont été fréquemment réalisés utilisant la trousse MycoSensor (Agilent, 
Mississauga, ON). La lignée HCT116 a été traitée avec le 5-aza-2’-deoxycitidine (5-AZA, 
Sigma) pendant 7 jours avec un changement quotidien du milieu de culture. Les lignées 
T84, HT29 et SW480 ont été traitées avec l’inhibiteur de MYC (MYCi), le 10058-F4 (Sigma), 
aux concentrations et aux durées indiquées pour chaque condition.  
 
3.5. Extraction des ARNs : 
L’extraction a été faite comme décrit précédemment (Boudjadi et al., 2015). Après avoir 
retiré le milieu de culture, les Pétris comportant les cellules sont rincés à trois reprises 
utilisant le PBS froid. Les cellules sont ensuite récoltées dans 3 ml de RiboZol (Amresco, 
OH, USA). Du chloroforme (Sigma) est ajouté à raison de 200 µl pour chaque millilitre de 
RiboZol. Après un mélange rapide, les échantillons sont incubés à TP pendant 10 minutes 
puis centrifugés durant 15 minutes à 10 000 rpm. La phase aqueuse, contenant les ARNs, 
est ensuite transférée dans un autre tube. Pour la précipitation des ARNs, de l’isopropanol 
(Sigma) est ajouté (500 µl pour 1000 µl de RiboZol) suivi d’une légère agitation par 
inversion des tubes et une incubation à TP de 10 minutes. Une centrifugation à 10 000 
rpm pendant 10 minutes permet de récupérer l’ARN sous forme de culot. Ce dernier est 
d’abord rincé avec de l’éthanol 70%, séché pendant 10 minutes, puis suspendu dans le 
RNA-Secure (Fisher) et chauffé à 60°C pendant 20 minutes, dans le but de désactiver les 




réalisé en utilisant un spectrophotomètre (SpectraMax plus 384, Molecular Devices, 
Sunnyvale, CA) avec une lecture aux longueurs d’ondes 260nm et 280nm. 
 
3.6. Transcription inverse (Synthèse de l’ADN complémentaire) : 
A partir de l’ARN extrait des cellules, un ADN complémentaire (ADNc) est synthétisé par 
une réaction utilisant une transcriptase inverse. Cette réaction a été faite utilisant la 
trousse OmniscriptԔ® Reverse transcriptase (Qiagen, Toronto, ON, Canada) suivant la 
procédure recommandée par le manufacturier et comme effectuée précédemment 
(Benoit et al., 2010). Pour chaque échantillon, on prépare une solution comportant 2 µl 
de tampon RT, 2 µl de dNTP (0.5 mM pour chaque dNTP), 2 µl d’amorces Oligo-dt (10 
µM), 1 µl d’amorces aléatoires (10 µM), 1 µl d’inhibiteurs d’ARNase, 1 µl de transcriptase 
inverse Omniscript (4UI). Le tout est mélangé pendant quelques secondes et gardé 
toujours sur glace. Par la suite, on ajoute aux tubes 2 µg d’ARN et le volume final est 
complété à 20 µl par de l’eau, sans DNase et sans ARNase, suivi d’un autre mélange. Les 
échantillons sont traités à la DNase (Qiagen) pendant 10 minutes à TP puis celle-ci est 
désactivée avec un ajout de l’EDTA et une incubation à 65°C pendant 15 minutes. Pour la 
réaction de transcription inverse, les échantillons sont incubés à 37°C pendant 60 
minutes. L’ADNc néo synthétisé est conservé à -20°C. 
 
3.7. Réaction par polymérisation en chaine quantitative en temps réel (qPCR) : 
Il s’agit d’une technique permettant la mesure, à chaque cycle d’amplification, la quantité 
d’ADNc total ou d’amplicon utilisant un marqueur fluorescent. Chaque tube à PCR 
comporte 12 µl de Syber Green (Agilent), 1 µl de l’amorce sens, 1 µl de l’amorce anti-sens, 
2 µl de l’ADNc (correspond à 10 ng d’ARN) à amplifier et le volume est complété à 20 µl 
par de l’eau sans ARNase et sans DNAse (Wisent). La première étape correspond au 
chauffage à 95°C pendant 10 minutes dans le but de déshybrider les doubles brins d’ADN, 
d’activer les polymérases et d’homogénéiser le milieu réactionnel par une agitation 
thermique. La deuxième étape comprend en général 40 cycles. Chaque cycle comporte 




phase d’hybridation ou d'appariement des amorces (55°C pendant 1 minute) et une 
troisième phase d’élongation (72°C pendant une minute). La troisième étape est un cycle 
de trois phases (95°C une minute, 55°C 30 secondes et 95°C 30 secondes) permettant de 
réaliser des courbes de dissociation, utiles pour déterminer la spécificité des amorces. 
Celles-ci sont considérées comme spécifiques d’un amplicon si l’on obtient une seule 
courbe de dissociation. Cela confirme aussi l’absence de dimères d’amorces. La cinétique 
complète de la réaction de polymérisation permet d’obtenir une quantification absolue 
de la quantité initiale d’ADN cible. Les qPCR ont été réalisées avec le thermocycleur 
Mx3000P de Stratagene (Agilent technologies, Mississauga, ON, Canada). 
L’efficacité des amorces est vérifiée en réalisant une courbe standard à partir d’un ADNc 
d’un échantillon n’ayant subi aucun traitement. Une réaction de qPCR est alors réalisée 
avec des dilutions croissantes de cet ADNc (1:2, 1:4, 1:8, 1:16 et 1:32) et les amorces de 
chaque gène ciblé. Une bonne efficacité est comprise entre 95 et 105 %. La quantification 
d’un gène de référence a été faite pour normaliser les quantités d’ADNc dans les 
différents échantillons. Pour les lignées cellulaires, nous avons choisi le gène RPLP0 
(ribosomal protein, large, P0) qui ne devrait pas subir de modification suite aux différents 
traitements effectués sur les cellules, alors que le gène B2M (Beta-2 microglobuline) a été 
choisi comme normalisateur pour les qPCR faites avec de l’ADNc provenant des tissus 
(Dydensborg et al., 2006). Après amplification des différents gènes d’intérêt, ainsi que les 
gènes de référence, la quantification de l’ADN était effectuée selon la méthode de calcul 
suivante (Pfaffl 2001) :  
Ration = E (gène cible)ΔCT gène cible (contrôle-traité)/E( gène contrôle)ΔCT gène de référence (contrôle-traité)  
E est l’efficacité de l’amplification (souvent près de 2) et où le CT est le nombre de cycle 







Tableau V. Amorces utilisées pour le qPCR en temps réel. 
Nom Amorce 
ITGA1 
 Sens                     5’- catcaggtggggatggtaag -3’ 
 Anti-sens             5’-tggctcaaaattcatggtca -3’ 
B2M 
 Sens                     5’- gtgctcgcgctactctctc -3’ 
 Anti-sens             5’- gtcaacttcaatgtcggat -3’ 
RPLP0 
 Sens                     5’- gcaatgttgccagtgtctg -3’ 
 Anti-sens             5’- gccttgaccttttcagcaa -3’  
MYC 
Sens                     5’- cctaccctctcaacgacagc -3’ 
 Anti-sens             5’- ctctgaccttttgccaggag -3’ 
 
3.8. Réaction par polymérisation en chaine standard (PCR) :  
Une réaction de polymérisation en chaîne est réalisée à partir de l’ADNc qui a été 
synthétisé à partir de l’ARN extrait des cellules suivant un protocole établit au laboratoire 
(Dydensborg et al., 2006). Chaque tube de PCR comporte 1 µl d’ADNc, 2,5 µl de tampon 
d’amplification 10X (100mM Tris-HCI (Invitrogen) pH 8, 500 mM KCI (Fisher), 15 mM 
MgCI2), 1 µl de dNTP (GE Healtcare), 1 µl de chaque amorce et 1 µl de Taq polymérase 
(Roche Diagnostics). Le volume est complété à 25 µl par l’eau PCR (sans RNase et sans 
DNase). La PCR standard est une réaction en point finale, c’est à dire que le produit de 
cette réaction n’est visualisé qu’à la fin de la réaction par une migration sur gel d’agarose 
(EMD) à 100 volts (Power Pac Universal, model 200/2.0 power supply, Bio-Rad) pendant 
25 minutes. La lecture est immédiatement faite sous lumière ultraviolet utilisant un 
appareil à chambre noir (MBI Lab Equipments, Montréal, Canada). 
 
3.9. Extraction des protéines : 
Les Pétris sortis de l’incubateur sont directement vidés du milieu de culture et sont rincés 
à trois reprises par du PBS froid. Rapidement, 1 ml de tampon Laemmeli [62,5 mM Tris-
HCI pH 6.8 (Invitrogen), 2.3% SDS (Invitrogen), 10% glycérol (Fisher), 0.005% bleu de 
bromophenol (VWR), 4% β-mercaptoethanol (Sigma)] est ajouté à chaque Pétri, et le tout 
est récupéré à l’aide d’un grattoir dans des tubes de 1,5 ml. Après un mélange rapide, les 




dans le but de fragmenter l’ADN génomique. Le lysat est ensuite chauffé à 95°C pendant 
5 minutes dans le but de dénaturer les protéines, suivi d’une centrifugation de 20 minutes 
à 13000 rpm. Le culot de membranes et d’ADN est laissé dans le tube et seul le surnageant 
comportant les protéines est récupéré dans de nouveau tubes qui sont identifiés et 
gardés à -80°C.  
 
3.10. Dosage des protéines : 
La concentration en protéines des échantillons a été dosée utilisant la trousse RC DC 
Protein Assay (Bio-Rad) suivant le protocole du laboratoire (Ni et al., 2005) et 
recommandé par le manufacturier. Tout d’abord une solution A’ est préparé à partir du 
réactif S (#500-0115, Bio-Rad) et du réactif A (# 500-0113, Bio-Rad) à raison de 5 µl du 
premier pour 250 µl du deuxième réactif. Par la suite 5 à 10 µl sont prélevés à partir des 
échantillons à doser et sont suspendu dans 125 µl de la solution I (# 500-0119). Le tout 
est mélangé, incubés une minute, suivi d’un bref mélange et de l’ajout de 125 µl du réactif 
II (# 500-0119) dans le but de faire une précipitation des échantillons. Ceux-là sont ensuite 
centrifugés à 13000 rpm pendant 3 minutes. Ensuite le surnageant est jeté et les culots 
sont laissés sécher de 5 à 10 minutes. Ces culots sont alors resuspendus dans 127 µl de la 
solution A’, mélangés jusqu’à dissolution totale des culots puis incubés pendant 5 minutes 
à TP. Après un autre mélange, 1ml du tampon de réaction B (#500-0114, Bio-Rad) est 
ajouté aux échantillons suivi d’une incubation de 15 minutes à TP. Le tout est encore une 
fois mélangé puis dosé par un spectrophotomètre (Molecular Devices) dans la longueur 
d’onde 755nm. Dans le but d’analyser la sensibilité et l’efficacité du dosage, une courbe 
standard est réalisée par le dosage d’une gamme d’étalon de BSA (Wisent) avec des 
concentrations croissantes allant de 0 à 0,8 mg/ml.  
 
3.11.  Immunobuvardage : 
L’immunobuvardage permet de séparer les protéines selon leur poids moléculaire suite à 
leur migration dans un gèle d’acrylamide. Le pourcentage du gèle d’acrylamide est choisi 




10% comporte du Tris-HCI 375 mM pH 8.8 (Invitrogen), 33% d'une solution 
d'acrylamide/Bis 30% (Bio-Rad), 0.1% de SDS (Fisher), 0.1% de persulfate d'ammonium 
(Bio-Rad) et 0.04% de TEMED (Sigma). L’immunobuvardage a été réalisé suivant la 
procédure établit au laboratoire (Benoit et al., 2010; Gagne et al., 2010; Boudjadi et al., 
2015) . Le montage réalisé comporte le gel de migration surmonté d’un gel de 
concentration contenant 5% d’acrylamide (Bio-Rad), 125 mM de Tris-HCI pH 6.8 
(Invitrogen), 0,1% SDS (Fisher), 0,1% de persulfate d'ammonium (Bio-Rad) et 0.01% de 
TEMED (Sigma). Le gel de concentration comporte des puits dans lesquels une quantité 
de protéines (50 à 100 µg) suspendue dans le tampon Laemmeli est chargée. La migration 
est effectuée à un ampérage de 20 mA par gel de 1,5 mm d’épaisseur (PowerPac 
Universal, Bio-Rad) pendant environ 1h30 dans un tampon de migration [25 mM Tris 
(Wisent), 190 mM glycine (Wisent), 0.1% SDS (Fisher)]. Par la suite, les protéines sont 
transférées sur une membrane de nitrocellulose (Bio-Rad) à 250 mA pendant 1h30 dans 
un bain comportant un tampon de transfert [(25 mM Tris (Wisent), 190 mM glycine 
(Roche Diagnostics), 20% méthanol (EMD)]. La vérification de l’efficacité du transfert est 
réalisée par coloration de la membrane au rouge Ponceau 0.2% (Sigma). La membrane 
est alors découpée aux endroits comportant les bandes de protéines à analyser. Elle est 
ensuite décolorée dans l’eau puis incubée sous agitation pour blocage des sites non 
spécifiques pendant une heure avec une solution de blotto 5% [PBS, 0.1% Tween-20 
(Fisher) 5% (w/v) de lait en poudre Carnation, (Makham, ON)]. La membrane est ensuite 
incubée, sous agitation, pendant la nuit dans une solution de blotto 5% comportant les 
anticorps primaires (voir tableau VI). Le lendemain, la membrane est rincée 3 fois durant 
10 minutes dans du PBST [PBS, 0.1% Tween-20 (Fisher)] puis incubée une heure dans du 
blotto 5% comportant les anticorps secondaires conjugués à une peroxydase HRP (horse 
radish peroxidase) (tableau VII). Un autre lavage au PBST est effectué à trois reprises 
pendant 10 minutes chacune. La révélation des protéines est effectuée utilisant la trousse 
Immobilon (Millipore), et par la suite la détection est réalisée par radiographie sur des 
films Biomax Light (Kodak, Toronto, ON, Canada). Si nécessaires les membranes sont 




(Roche), β-mercaptoéthanol (Sigma) 0,1M et du Tris-H-Cl et 20 mM pH 7,5 (Wisent). Les 
membranes sont incubées dans cette solution durant 5 minutes à deux reprises. Elles sont 
ensuite rincées pendant 3 minutes à 4 reprises dans une solution de lavage comportant 
du Tris-HCl 10 mM pH 7,5 (Wisent), du NP40 0,05% et du NaCl. Les membranes sont 
ensuite bloquées dans le blotto puis incubées avec un autre anticorps primaire et la 
procédure qui va suivre sera identique à celle des membranes incubées pour la première 
fois. 
Tableau VI. Liste des anticorps utilisés. 
Référence de l’anticorps Espèce Protéine reconnue Monoclonal/polyclonal 
AF5676 (R&D Systems) Chèvre Sous-unité α1 Polyclonal 
TS2/7 (Endogen) Souris Sous-unité α2 Monoclonal 
Ab32072 (Abcam) Lapin MYC Monoclonal 
Ab133557 (Abcam) Lapin Sous-unité α2 Monoclonal 
Mab13 (BD Biosciences) Rat Sous-unité β1 Monoclonal 
Mab 1501 clone C4 (Millipore)  Souris β Actine Monoclonal 
LN949 (Serotec) Lapin laminine 1 Monoclonal 
P2B1 (DSHB Hybridoma Product) souris CD-31 Monoclonal 
Sc20105 (Santa Cruz Biotechnology) Lapin Phospholipase A2 Polyclonal 
HSI-14 (Beaulieu et al, 1989) Souris Sucrase Isomaltase Monclonal 
 
3.12. Transfections transitoires et essais luciférase : 
Les transfections transitoires et les essais luciférases ont été effectués pour analyser 
l’effet des facteurs de transcription sur l’activité du promoteur du gène ITGA1, selon un 
protocole mis au point au  laboratoire (Dydensborg et al., 2009; Groulx et al., 2014) . 
Les cellules 293T pré-confluentes ont été trypsinisées (Wisent), puis réparties dans des 
plaques à 12 puits à raison de 50000 cellules par puits. Le lendemain, les constructions 
plasmidiques du gène ITGA1-Renilla (100ng/puit), MYC (100ng/puit), MAD (100ng/puit), 
TCF4 (100ng/puit), β-caténine (100ng/puit) et Plenti (100ng/puit) ont été transfectées 
selon chaque condition. Le vecteur comportant le rapporteur firefly-luciférase a été 
transfecté dans chaque puit (2 ng/puit) et a été utilisé comme control de la transfection. 




du manufacturier. Pour chaque puit, un premier mélange comportait les quantités 
nécessaires de construction à transfecter, en plus de 50 µl de tampon EC et 1,5 
d’enhencer. Après un mélange et une incubation de 5 minutes l’Effectine est ajoutée à 
raison de 2 µl par puit, suivi d’une incubation de 10 minutes. Le volume est ensuite 
complété à 1ml avec du milieu de culture et le tout est ajouté dans le puits contenant les 
cellules, après aspiration de l’ancien milieu de culture. 
Après une incubation de 48 heures à 37°C, les cellules ont été d’abord rincées avec du 
PBS froid, puis lysées dans 250 µl de tampon de lyse (Promega, Madison, WI, USA) 
pendant 15 minutes sous faible agitation à TP. La mesure de la luminescence a été faite 
utilisant les réactifs LARII et Stop and GLO, selon le protocole de la compagnie (Promega), 
et la lecture a été faite par un luminomètre (Orion Microplate luminometer, Berthold 
detection Systems, Huntsville, Alabama, USA).  
3.13. Analyse bioinformatique du promoteur du gène ITGA1 :  
La recherche d’éléments de réponse sur le promoteur du gène ITGA1 a été faite 
visuellement et à l’aide du logiciel Matinspector 
 (http://www.genomatix.de/en/index.html). 
 
3.14. Mutagenèse dirigée : 
Dans le but de confirmer la fonctionnalité des éléments de réponse identifiés, une 
approche par mutation sélective de ces éléments a été utilisée (Boudjadi et al., 2013). La 
technique de mutagenèse dirigée permet donc d’induire des mutations ciblées (délétion, 
insertion ou substitution de nucléotides). Dans un premier temps, des amorces (sens et 
anti-sens) sont confectionnées de façon à comporter une séquence nucléotidique 
incluant une modification des nucléotides composant l’élément de réponse étudié, afin 
qu’il ne soit plus reconnaissable par le facteur de transcription correspondant (tableau 
VII). Ensuite, en utilisant la trousse Geneart Site Directed Mutagenesis System 
(Invitrogen), une réaction de PCR en point final (Bio-Rad Laboratories, Mississauga, ON, 




comportant le promoteur du gène ITGA1 (pSGG, Suitch gear genomics) suivie d’une étape 
d’amplification/mutagenèse utilisant la polymérase AccuPrimeTM Pfx (Invitrogen) et les 
amorces sens et anti-sens confectionnées. Directement après la PCR, une réaction de 
recombinaison est effectuée à TP pendant 10 minutes et qui est ensuite stoppée par 
l’ajout d’1 µl d’EDTA 0,5 M, puis immédiatement suivie d’une transformation des 
bactéries. 2 µl du produit de recombinaison sont transférées dans les bactéries DH5α 
(One Shot ® MAX Efficiency® DH5αTM –T1R, Invitrogen) fraichement décongelées (temps 
de décongélation de 7 minutes). Le tout est incubé 12 minutes sur glace puis 30 secondes 
dans un bain à 42°C puis encore 2 minutes sur glace, dans le but de faire introduire les 
plasmides à travers la paroi des bactéries. 250 µl de milieu de culture SOC (Super Optimal 
Broth, Invitrogen) sont alors ajoutés aux tubes avec les bactéries avant de les incuber une 
heure à 37°C sous agitation. Le produit de cette réaction est dilué 1:10 dans le milieu de 
culture SOC. À partir de ce milieu, 100 µl sont étalés sur un Pétri préchauffé comportant 
un milieu de culture LB-Agar (lysogeny broth, Roche) supplémenté d’ampicilline (Wisent) 
à 100 µg/ml, un antibiotique utilisé comme agent de sélection. Ces Pétris sont incubés à 
37°C pendant 16 à 20 heures. 3 à 6 colonies formées sont prélevées des Pétris puis mises 
en culture dans 1 ml de milieu LB avec Ampicilline (100 µg/ml) pendant 16 heures à 37°C 
sous agitation. Ensuite, 200 µl sont gardées à 4°C et 800 µl sont prélevés pour extraction 
et purification de l’ADN en utilisant la trousse PureLink™ Quick Plasmid Miniprep Kit 
(Invitrogen). L’ADN est dosé utilisant un spectrophotomètre (SmartSpecTM) puis envoyé 
pour séquençage à la plateforme de séquençage et de génotypage des génomes du 
Centre de Recherche du Centre Hospitalier de l'Université Laval (CRCHUL Québec, QC, 
Canada). Après validation des mutations effectuées, les 200 µl de bactéries gardés à 4°C 
sont mis en culture dans 100 ml de milieu LB avec ampicilline (100 µg/ml) pendant 16 à 
20 heures sous agitation et à 37°C. L’ADN est alors extrait des bactéries utilisant la trousse 







Tableau VII. Amorces utilisées pour la mutagenèse dirigée. 
Nom Amorce 
EBOX-S1 
Sens          5′-cgacttcacggtgaatttggacaatccgcaggggatggaagg-3′ 
Anti-sens  5′-ccttccatcccctgcggattgtccaaattcaccgtgaagtcg-3′ 
EBOX-S2 
Sens         5′-caccctctcaatgaaagggggacctccctttaaggtttgctt-3′  
Anti-sens   5’-aagcaaaccttaaagggaggtccccctttcattgagagggtg-3′ 
 
3.15. Immunoprécipitation de la chromatine (ChIP) : 
Dans le but de confirmer que le lien entre le facteur de transcription MYC et les éléments 
de réponse identifiés sur le promoteur du gène ITGA1 existe au niveau de l’ADN 
génomique des cellules tumorales colorectales, l’immunoprécipitation de la chromatine 
a été utilisée comme décrit précédemment (Boudjadi et al., 2013). Les cellules amenées 
à sous confluence sont tout d’abord traitées avec du paraformaldéhyde 1% (Fisher 
Scientific), pendant 15 minutes sous faible agitation, dans le but de réticuler les protéines 
liées à l’ADN. La réaction est ensuite arrêtée par l’ajout de glycine 2,5 M (Roche 
Diagnostics), pendant 5 minutes. Les cellules sont ensuite rincées à deux reprises avec du 
PBS comportant des inhibiteurs de protéases (pastille Roche), puis récoltées dans du PBS 
froid comportant des inhibiteurs de protéases et transférées dans un tube de 2 ml 
(Progene). Après centrifugation de 4000 rpm à 4°C pendant 5 minutes, le culot cellulaire 
est ressuspendu dans 1 ml de tampon de lyse cellulaire [HEPES 1 M(Wisent), KCl 1 
M(Fisher), NP40 (Roche Diagnostics)] supplémenté d’inhibiteurs de protéases, avec une 
faible agitation pendant 20 minutes à 4°C. Après une brève centrifugation à 2000 rpm 
pendant 5 minutes, le surnageant est jeté. Un lavage du culot est effectué à deux reprise 
dans du PBS froid supplémenté d’inhibiteurs de protéases. Après centrifugation à 2000 
rpm à 4°C le surnageant est retiré. Le culot est ressuspendu dans un tampon de lyse 
nucléaire [Tris-HCl pH 8 (Invitrogen), EDTA 0,5 M pH 8 (Fisher), SDS (Invitrogen) 10%, H2O] 
contenant des inhibiteurs de protéases et mis sous faible agitation pendant 20 minutes à 
4°C. Le lysat est ensuite soniqué dans le but de morceler l’ADN en fragments de 500 à 
1000 paires de bases (sonicateur : Branson Sonifer 250) selon des conditions optimisées 




sur glace de 30 secondes). Le produit est alors centrifugé à 13000 rpm pendant 10 minutes 
à 4°C. Le surnageant contenant l’ADN fragmenté est divisé en 3 fractions de 200 µl 
correspondant aux conditions de précipitation. A : avec anticorps d’intérêt (MYC), B : 
anticorps anti ARN-pol II et C : avec anticorps contrôle de souris (IgG). Chaque fraction est 
diluée en ajoutant 1800 µl de tampon de dilution [SDS 10%, Triton 100x (ICN 
Biochemicals), EDTA 0,5 M pH 8, Tris HCl 1 M pH 8 (Invitrogen), NaCl 5 M, H2O] 
supplémenté d’inhibiteurs de protéases. Dans le but d’éliminer les impuretés, une étape 
de (pre-clear) a été réalisée et qui consiste à incuber les échantillons avec des billes 
d’agarose sous agitation, pendant une heure à 4°C. Ensuite, 1% du volume total est 
prélevé des tubes et gardé à -80°C. Cet échantillon servira comme ADN total de 
chargement (input). L’anticorps d’intérêt anti-c-myc (Abcam), anti POLII et anti-IgG 
(Upstate) sont ensuite ajoutés respectivement aux tubes A, B et C à la concentration 
optimale de 1% du volume total. Les trois tubes A, B et C sont incubés toute la nuit sous 
agitation à 4°C. Le lendemain, 80 µl de protein A agarose/salmon sperm DNA (Upstate) 
sont ajoutés à chaque tube afin de récolter le complexe anticorps-protéine-ADN, et les 
tubes sont incubés 1 heure sous agitation à 4°C. Les billes d’agarose sont culotées par 
centrifugation à 6000 rpm pendant 3 minutes à 4°C. Le surnageant est ensuite doucement 
retiré. Une série de lavage est effectué avec plusieurs tampons. Pour chaque tampon le 
lavage est répété à deux reprises. 1 ml du premier tampon TSE1 [SDS 10%, Triton X-100, 
EDTA 0,5 M pH 8, Tris-HCl pH 8, 3% NaCl 5 M] est ajouté aux tubes, suivi d’une incubation 
de 5 minutes sous agitation à 4°C, puis centrifugation à 3000 rpm à 4°C et le surnageant 
est doucement enlevé. Les autres lavages sont fait comme pour le premier avec les 
tampons TSE2 [SDS 10%, Triton X-100, EDTA 0,5 M pH 8, Tris HCl pH 8, 10% NaCl 5M], 
TSE3 [LiCl 1 M, NP 40, Na deoxycholate, EDTA 0,5 M pH 8, Tris HCl pH 8] et le tampon TE 
[EDTA 0,5 M pH 8, Tris HCl pH 8]. Aux tubes sont ajouté 200 µl de tampon d’élution (SDS 
10%, NaHCO3 1 M) suivi d’une incubation à 65°C pendant 20 minutes entrecoupée d’une 
agitation (vortex) toutes les 2 minutes dans le but de séparer les billes d’agarose du 
complexe ADN-anticorps. Après centrifugation à 13000 rpm pendant une minute, le 




est dégelé et on y ajoute 198 µl de tampon TE et 10 µl de NaCl 5 M. Les tubes A, B, C et 
l’input sont incubés pendant 16h à 65°C. Le lendemain, 2 µl d’ARNase A (Roche) sont 
ajoutés aux tubes, suivis d’une incubation de 30 minutes à 37°C. Par la suite, 2 µl de 
protéinase K (Roche) sont ajoutés aux tubes et une dernière incubation de 2h à 42°C est 
réalisée. Les échantillons sont alors purifiés (QIAquick, PCR purification Kit) et sont prêts 
pour la réaction de PCR afin d’amplifier l’ADN immunoprécipité. Les amorces sont 
confectionnées de façon à amplifier l’ADN comportant les éléments de réponse pour MYC 
sur le promoteur du gène de la cycline D1, CCND1 qui comporte un élément E-box 
complet, et utilisé comme contrôle positif. D’autres amorces sont produites dans le but 
d’amplifier l’ADN correspondant à la partie du promoteur du gène ITGA1 comportant les 
éléments de réponse supposés pour MYC. Comme contrôle négatif, un autre set d’amorce 
est synthétisé de façon à amplifier une séquence d’ADN ne comportant aucun élément 
de réponse pour MYC (liste des amorces au Tableau VIII).  
Pour le calcul de l’enrichissement de l’ADN, la valeur du produit d’amplification de l’ADN 
immunoprécipité par l’anticorps anti MYC obtenu par l’amorce ciblant la région d’intérêt 
sur le promoteur du gène ITGA1 et la région contrôle, est soustraite de la valeur du 
produit d’enrichissement de l’ADN de chargement (Input). Le log2 de la différence entre 
les deux valeurs résultantes correspondra au produit d’enrichissement de l’ADN de la 
région promotrice du gène ITGA1 immunoprécipitée par l’anticorps anti MYC comparé à 
l’ADN de chargement et de la région contrôle. Le même calcul est effectué pour 
l’expérience B utilisant l’anticorps anti-ARN POLII et la condition C utilisant l’anticorps IgG 















Sens            5′-cagtgagatttcagagaccaag-3′  
Anti-sens    5′- ctggctgggccacttatc-3′ 
Promoteur 
CCND1 
Sens            5′-gaaacttgcacaggggttgt-3′ 
Anti-sens    5′-gccaaagaatctcagcgact-3′ 
Contrôle  Sens           5’-ggatgcagtgtccttctcccccagat-3’ 
génomique 
négatif 
Anti-sens    5’-gtcgcccacaggtgtcgctcaagtct-3’ 
 
 
3.16. Génération des virus sh-MYC, sh-α1 et sh-Ctrl (contrôle): 
Les lentivirus ont été générés par transfection transitoire de la lignée 293T, comme 
effectué précédemment (Benoit et al., 2010; Boudjadi et al., 2013). La veille de la 
transfection, un Pétri à 90% de confluence est divisé à un rapport de 1 dans 5. Le jour 
suivant, 5 µg des vecteurs d’encapsidation VSVG, pLP1, et pLP2, du vecteur sh-MYC, sh-
α1 ou sh-Ctrl (Tableau IX), ont été ajoutés à 500 µl de milieu de culture Opti-MEM 
(Invitrogen). Parallèlement, 40 µl de lipofectamine (Invitrogen) sont incubés 5 minutes à 
TP dans 500 µl d’Opti-MEM. Les deux solutions sont combinées et après une incubation 
de 25 minutes, le volume est complété à 5 ml avec l’Opti-MEM. Le tout est ajouté aux 
Pétris après avoir enlevé le milieu de culture DMEM 10% FBS. Le surnageant comportant 
les lentivirus est récupéré 48 heures après la transfection. Ce dernier est filtré avec un 
filtre de 45 µm (Millipore) puis conservé à -80°C jusqu’à son utilisation. 
Tableau IX. Séquence des sh-ARNs 
sh-ARN Séquences 
sh-α1-1  5′-ccggcccacatttcaagtcgtgaatctcgagattcacgacttgaaatgtgggtttttg-3′  
sh-α1-2 5′-ccgggtgggcatcaaagacgtgtttctcgagaaacacgtctttga tgc ccactt tttg-3′ 
sh-MYC-1  5′-ccggatcatcatccaggactgtatgctcgagcatacagtcctggatgatgattttttg-3′  
sh-MYC-2 5′-ccggcctgagacagatcagcaacaactcgagttgttgctgatctgtctcaggtttttg-3′ 





3.17. Infection des cellules tumorales coliques : 
Les infections lentivirales ont été effectuées suivant la procédure utilisée au laboratoire 
(Benoit et al., 2012; Boudjadi et al., 2015). Pour les réaliser, des Pétris de 100 mm 
comportant les cellules HT29, T84 ou SW480 portées à 60% de confluence ont été utilisés. 
500 µl de milieu comprenant les virus ont été ajoutés à un ml de milieu de culture pour 
un total de 1,5 ml de milieu. À ce dernier a été ajouté 8 µg/ml de polybrène (Sigma). Le 
mélange a été ajoutés aux Pétris, et le tout a été incubé une heure dans l’incubateur à 
37°C avec une agitation douce chaque 15 minutes. Par la suite le volume est complété à 
5 ml et l’incubation est portée à 48 heures. Le milieu de culture est ensuite changé et les 
cellules infectées sont sélectionnées avec un milieu de culture approprié pour chaque 
lignée comportant 5-10 µg/ml de puromycine (Sigma). La sélection par la puromycine est 
portée à une durée de 10 jours et un passage est effectué chaque fois que les cellules 
atteignent la sous confluence. 
3.18. Courbe de croissance : 
Dans le but de vérifier si l’intégrine α1β1 est impliquée dans la prolifération des cellules 
cancéreuses colorectales, un premier test est réalisé et qui consiste à compter le nombre 
des cellules tumorales des deux populations sh-α1 et sh-Ctrl sur une durée déterminée 
(Groulx et al., 2014). Les cellules sous confluentes sont ensemencées dans des plaques de 
12 puits à raison de 50000 cellules/puits, puis leur nombre est compté toutes les 48 
heures sur une durée allant de 4 à 6 jours selon la lignée cellulaire et seule les cellules 
vivantes sont comptées. Une fois le milieu de culture retiré, et après un lavage au PBS, les 
cellules sont trypsinisées à 37oC pendant 3 à 5 minutes. Immédiatement et après une 
brève homogénéisation, un volume contenant les cellules est ajouté au bleu de trypan 
(Sigma), homogénéisé puis les cellules sont comptées en utilisant un compteur de cellules 
(TC10 Automated Cell Counter, Bio-Rad, Saint-Laurent, QC). Le bleu de trypan diffuse 
seulement à l’intérieur des cellules mortes, ce qui permet au compteur de les exclure du 






3.19. Incorporation du BrdU : 
Le 5-Bromo-2-désoxyuridine (BrdU) est un nucléoside synthétique analogue de la 
thymidine largement utilisé dans le but de quantifier la prolifération cellulaire, car celui-
ci est incorporé dans l’ADN nouvellement synthétisé par les cellules qui sont en phase S. 
Cette phase correspond à l’étape de réplication de l’ADN. L’expérience a été réalisée 
come décrit précédemment (Khalfaoui et al., 2013; Groulx et al., 2014) .Tout d’abord des 
lamelles de verre (Fisher) sont stérilisées à l’éthanol 70%, séchées puis mises dans des 
plaques de 12 puits. Un ml de sérum FBS (Wisent) est ajouté et le tout est incubé à 37oC 
pendant 2 heures. Le sérum est ensuite retiré et les cellules sont ensemencées à nombre 
égal dans chaque puit. Quatre jours plus tard, le milieu de culture est remplacé par un 
nouveau milieu comportant du BrdU (1/1000, Roche Diagnostics, IN) et les cellules sont 
incubées pendant 2 heures à 37oC. Subséquemment, le milieu de culture est retiré et les 
cellules sont rincées au PBS froid à trois reprises pendant 5 minutes. Les cellules sont 
ensuite fixées au méthanol pendant 10 minutes à -20oC suivi de trois autres lavages au 
PBS froid de 5 minutes chacun. Cette étape est suivie d’une incubation des cellules avec 
une solution de Xagor (HCl 4M, Fisher) pendant exactement 7 minutes, ce qui permet 
l’exposition de l’antigène BrdU. Après trois autres lavages au PBS pendant 5 minutes 
chacun, les cellules sont incubées pendant 10 minutes avec une solution de blocage [PBS, 
BSA 0,5% (Wisent), Tween-20 0.1% (Fisher)]. Les cellules sont ensuite incubées, pendant 
45 minutes à 37oC, avec l’anticorps anti-BrdU conjugué au FITC (fluoresceine 
isothiocyanate, Roche) dilué 1/50 dans la solution de blocage. Après deux lavages de 5 
minutes au PBS froid, les cellules sont ensuite incubées avec une solution de DAPI 
pendant 3 minutes à TP, suivi d’un lavage de 5 minutes au PBS. Les lamelles sont ensuite 
montées sur des lames de verre utilisant un milieu de montage adapté à 
l’immunofluorescence. L’observation a été faite utilisant un microscope Leica (DMRXA 
microscope, Leica) équipé de la caméra RTE/CCD Y/Hz-I300 (Leica) et pour chaque 
condition deux champs ont été photographiés et analysés de façon aléatoire. Le 
pourcentage des cellules positives au BrdU a été déterminé par le compte des cellules 




3.20. Test de migration : 
Les cellules des deux populations sh-α1 et sh-Ctrl sont tout d’abord maintenues en sous 
confluences et en sélection par la puromycine à la concentration indiquée pour chaque 
lignée.  Ensuite, les cellues sont trypsinisées puis ensemencées à haute densité dans des 
plaques à 6 puits. Le lendemain, et après vérification que les cellules tapissent toute la 
surface du Pétri, le milieu est changé en y ajoutant de l’hydroxyurée (Sigma) à la 
concentration finale de 2 mM. 24 heures plus tard, deux blessures sont réalisées dans 
chaque puits à l’aide d’un cône de pipette. Après trois lavages au PBS afin d’éliminer les 
cellules décollées, un nouveau milieu est ajouté au Pétri contenant la puromycine, 
l’hydroxyurée (2mM, Sigma) et du collagène 1 (20 µg/ml, BD Biosciences, Franklin Lakes, 
NJ). Dans le but de suivre la progression de la fermeture de la blessure, une ligne est 
tracée sous le Pétri de façon perpendiculaire au trait de blessure. La visualisation est faite 
grâce à un microscope à foyer inversé (M40-82797, WLID Heerburgg, Leica Canada, 
Toronto), et des photographies sont réalisées aux temps 0h, 6h. 24h et 48h utilisant une 
caméra (RS Photometrics CoolSNAP, Tucson, AZ) et un logiciel d’acquisition (RS Image 
Version 1.9.2, Roper Scientific, Allemagne). L’avancement de la fermeture des blessures 
est quantifié à l’aide du logiciel Metamorphe (Metamorph Imaging System, Universal 
Imaging Corp), qui permet de mesurer la surface du Pétri encore non recouverte par les 
cellules. Pour chaque condition, la surface initiale (temps 0) est comparée à la surface au 
temps final de l’expérience. Le rapport entre ces deux surfaces déterminera le degré de 
fermeture de la blessure par les cellules tumorales. 
 
3.21. Test d’anoïkose : 
 
La procédure suivie pour les tests d’anoïkose a été effectuée comme décrit 
précédemment (Demers et al., 2009; Beausejour et al., 2012). 
 
- Un test d’anoïkose est effectué dans le but de tester la résistance des cellules épithéliales 




vitro par le plastique du Pétri de culture et les protéines déposées par les cellules elles-
mêmes. Pour cela, les Pétris sont recouverts au préalable par du polyHEMA [poly (2-
hydroxyethyl methacrylate), Sigma] un non adhérant qui empêchera les cellules de 
s’attacher au Pétri. 
Le polyHEMA est tout d’abord dissous dans l’éthanol à raison de 10mg/ml sous agitation 
à une température de 30°C durant la nuit ou 16 heures au minimum. Par la suite, 6 ml de 
la solution de polyHEMA sont versés dans chaque Pétri suivi d’un séchage aux ultras 
violets sous la hotte pendant 1 heure à 1h30. Un autre 6 ml de la solution de polyHEMA 
est ajouté suivi de la même procédure de séchage, dans le but de réaliser une deuxième 
couche de polyHEMA. Les boites de Pétri sont scellées par du parafilm (Bemis, Oshkosh, 
WI) et elles sont gardées, jusqu’à utilisation, à +4°C pendant un mois au maximum. 
Les Pétris de polyHEMA, rendus à TP, sont rincés avec du milieu de culture sans sérum. 
Les cellules en culture sont tout d’abord lavées au PBS, trypsinisées et ensuite 
resuspendues dans 10ml de milieu de culture complet approprié pour chaque lignée, et 
le tout est transféré dans des tubes de 15 ml. Les cellules sont centrifugées à 1000 rpm à 
TP pendant 5 minutes. Le milieu complet est ensuite retiré et le culot cellulaire est 
resuspendu dans un milieu dépourvu de sérum et les cellules sont ensemencées dans les 
Pétris de polyHEMA et sont mises en culture pendant 24 heures.  
 
Pour récupérer les cellules, celles-ci sont récoltées avec le milieu de culture sans sérum 
et le tout est transféré dans des tubes de 15 ml avant de culoter les cellules par une 
centrifugation de 5 minutes à 1000 rpm. Le surnageant est ensuite retiré et le culot 
cellulaire est lavé avec du PBS suivi d’une autre centrifugation de 5 minutes à 1000 rpm. 
Immédiatement, le culot est resuspendu dans un tampon RIPA [Tris HCl pH 8.0 50mM, 
NaCl 150mM, DTT 1mM, EDTA 0,5M, NP-40 0,5%, Na deoxycholate Acid 0,5%, SDS 0.1%, 
Na Vanadate 100 µM, PMSF/Isopropanol 1mM, β-glycérolphosphate 40mM, une pastille 
d’inhibiteurs de protéases (Roche)] sans pNPP (p-nitrophenyl phosphate). Le tout est 




10 minutes. Les échantillons sont ensuite centrifugés à 13000 rpm pendant 20 minutes et 
le surnageant est ensuite récupéré dans de nouveau tubes. Les protéines sont dosées puis 
les tubes sont stockés à -80°C.  
 
- Dans une autre expérience séparée, les cellules sont tout d’abord mises en culture avec 
le milieu de culture complet adapté à chaque lignée cellulaire. En s’assurant que la 
confluence des cellules ne dépasse pas 60%, le milieu de culture est retiré et les cellules 
adhérentes au Pétri sont lavées avec du PBS à deux reprises dans le but de retirer 
complètement le milieu de culture avec sérum. Ensuite un milieu de culture sans sérum 
est ajouté aux Pétris et une incubation de 48 heures est effectuées. Le lendemain, le 
milieu de culture sans sérum est retiré et les cellules sont lavées au PBS puis trypsinisées 
et ensuite récoltées dans le tampon RIPA sans pNPP. À cette étape, les extraits sont traités 
de la même façon que les échantillons des cellules en suspension. 
 
3.22. Essais caspases : 
Pour ce test, un dosage de l’activité de la caspase 3 a été réalisé (Beausejour et al., 2013). 
Pour chaque échantillon, 30 µg de protéines sont prélevés et les volumes sont complétés 
de manière égale avec du tampon RIPA sans pNPP. Un tube comportant seulement du 
pNPP est utilisé comme control négatif (blanc). Ensuite, dans chaque tube est ajouté 500 
µl de tampon de réaction [HEPES 1M, Glycérol 20%, DTT 1M], et 2 µl de substrat (5mM) 
puis le tout est incubé deux heures à 37°C. Après un mélange rapide, un autre 500 µl de 
tampon de réaction est ajouté à chaque échantillon et la lecture est ensuite faite au 
spectrophotomètre à 380 nm pour l’excitation et entre 405-500nm pour l’émission. 
L’apex du blanc est rapporté à tous les échantillons. Les résultats sont rapportés en 








3.23. Xénogreffes : 
Afin de déterminer si l’intégrine α1β1 est impliquée dans la tumorigénicité des cellules 
tumorales colorectales, des souris femelles athymiques CD1 nu/nu ont été achetées de la 
compagnie Charles Rivers (Wilmington, MA). Comme décrit précédemment (Groulx et al., 
2014), des populations stables des lignées HT29 et T84 exprimant soit le sh-Ctrl soit le sh-
α1 ont été injectées dans le tissu sous cutané dans la région dorsale de ces souris à raison 
de 2x106 cellules suspendues dans 100 µl de milieu de culture. Une fois les tumeurs 
visibles et palpables, le volume des tumeurs néoformées a été mesuré dans deux axes 
différents et calculé selon la formule (V3 = d2 × Dx 0.5) où (d) représente le petit diamètre 
et (D) le diamètre le plus grand. Après euthanasie des souris, les tumeurs ont été 
prélevées et coupées en deux selon le grand axe. Une moitié du tissu tumoral a été fixée 
au PFA et a servie pour l’analyse histologique après colorations standards à 
l’hématoxyline/éosine et des colorations immunohistochimiques. La deuxième moitié a 
servie pour l’extraction des protéines. Le protocole utilisé pour cette expérience a été 
approuvé par le comité d’éthique sur les expérimentations animales de l’Université de 
Sherbrooke. Les lames ont été numérisées en utilisant un digitaliseur de lames 
(Nanozoomer 2.0-RS, Hamamatsu, Boston, MA) et visualisées utilisant le logiciel 















4. Résultats : 
4.1. Profils d’expression de la sous-unité α1 dans les muqueuses intestinale et colique : 
Dans cette étude nous avons montré que la sous-unité α1 des intégrines est exprimée par 
les cellules épithéliales de la muqueuse intestinale (figure 8A) qui se trouvent au niveau 
de la zone proliférative de la crypte, comme décrit précédemment par une étude 
antérieure de notre laboratoire (Beaulieu 1992). Dans le fond de la crypte, les cellules 
différenciées de Paneth montrent une faible expression de la sous-unité α1 alors qu’elles 
expriment la phospholipase A2 (figure 8B) et sont connues pour exprimer le lysozyme et 
l’alpha défensine 5. α1 n’est pas exprimée par les cellules différenciées de la villosité 
intestinale. Cette observation est concordante avec le profil d’expression de cette sous-
unité qui va en diminuant avec le degré de confluence (différentiation) des cellules Caco-
2/15 et qui contraste avec une augmentation de l’expression de la sucrase-isomaltase, un 
marqueur de différentiation des cellules intestinales (Beaulieu et al., 1989; Beaulieu et 
Quaroni 1991; Vachon et Beaulieu 1992). En effet, α1 est fortement présente dans les 
cellules Caco-2/15 sous-confluentes, alors que son expression diminue pour devenir 
beaucoup plus faible 30 jours après la confluence (figure 8C). Au niveau de la muqueuse 
colique, nous avons observé que la sous-unité α1 est présente dans les cellules 
épithéliales de la crypte comme observé dans la muqueuse intestinale, avec une 
expression plus forte dans le fond de la crypte colique, plus faible dans la partie haute de 
la crypte et encore plus faible voir absente dans les cellules composant l’épithélium de 
surface (figure 8D, figure 9A). Dans la muqueuse intestinale comme celle du côlon, α1 est 
fortement exprimée par les cellules musculaires lisses de la musculaire muqueuse et 
celles des vaisseaux sanguins. 
4.2. Localisation subcellulaire de la sous-unité α1 dans la muqueuse colique et 
l’adénocarcinome du côlon : 
Dans les cellules tumorales épithéliales de l’adénocarcinome du côlon moyennement 
différencié, α1 est exprimée au niveau de la membrane basolatérale des cellules 
cylindriques comme observé dans les cellules épithéliales normales de la crypte de la 




cellules, en position basale ainsi qu’un pôle muqueux ouvert du coté apical (figure 9B). 
Ces cellules sont nettement distinguées des myofibroblastes par la membrane basilaire 
qui est marquée en vert par les anticorps anti-laminine 1, celle-ci étant un des 
composants majeurs de la lame basale épithéliale. Les myofibroblastes sont des cellules 
allongées, fusiformes qui apparaissent dans l’onglet de la figure 9B en couleur orange du 
fait qu’elles expriment α1 et la laminine 1. 
 
Figure 8. Expression de la sous-unité α1 dans la muqueuse de l’intestin grêle, du côlon 
et dans la lignée Caco 2/15. A. Partie de la muqueuse iléale montrant un axe crypte-
villosité tapissé d’une monocouche de cellules épithéliales qui expriment α1 seulement 
au niveau des cellules de la crypte. B. Expression de la sous-unité α1 par les cellules d’une 
crypte iléale. Les cellules de Paneth sont marquées en vert par les anticorps anti-PLA2. C. 
immunobuvardage montrant l’expression de la Sucrase Isomaltase (SI) et celle de la sous-
unité α1. L’expression de l’actine (ACTB1) a été utilisée comme contrôle de chargement. 
A-D, la sous-unité α1; rouge, noyaux; bleue, Laminine 1; vert, excepté B où PLA2 est 






Figure 9. Immunolocalisation de la sous-unité α1 dans l’adénocarcinome du côlon. A. 
Crypte colique montrant la sous-unité α1 exprimée au niveau des cellules du fond de la 
crypte alors que son expression est plus faible dans sa partie supérieure. B. Image d’un 
adénocarcinome du côlon moyennement différencié montrant que la sous-unité α1 est 
présente au niveau de la membrane basolatérale des cellules épithéliales tumorales (E) 
mais aussi au niveau des myofibroblastes (MF) dont elles sont séparées par la membrane 
basilaire marquée par la détection de la laminine 1. Adapté de (Boudjadi et al., 2013). 
 
4.3. Expression de la sous-unité α1 dans le cancer colorectal : 
Dans le but d’analyser l’expression de la sous-unité α1 dans le CCR nous avons sélectionné 
65 tumeurs colorectales et leurs marges de résection respectives issues de la banque des 
tissus de l'équipe de physiopathologie digestive de l’Université de Sherbrooke. Le tableau 




tumeurs. Cette partie de notre étude a porté sur l’expression du messager du gène ITGA1 
et la protéine α1. 
L’analyse par qPCR a montré une augmentation significative des niveaux du transcrit du 
gène ITGA1 dans 86.2% des 65 adénocarcinomes analysés, allant de 2 à 30 fois son 
expression dans la marge de résection correspondante à chaque tumeur (figure 10A). 
Cette augmentation est observée dans tous les stades mais sans variation significative 
suivant le degré d’avancement du CCR (figure 10B). Le fait que l’expression de la sous-
unité α1 soit présente dès le premier stade du CCR suggère que l’intégrine α1β1 peut être 
impliquée dans les premiers évènements de la progression tumorale. Par contre, nous 
n’avons pas observé de corrélation significative entre l’expression du gène ITGA1 et les 
mutations de P53, BRAF, KRAS, APC/CTNNB1 ni avec le profil de l’instabilité des 
microsatellites. 
En immunohistochimie, nous avons tout d’abord confirmé la spécificité de l’anticorps que 
nous avons utilisé pour la détection de la sous-unité α1. Comme le montre la figure 11 (A 
et B), l’utilisation de l’anticorps anti-α1 de chèvre (Tableau VI) montre un marquage 
basolatéral au niveau des cellules épithéliales normales, des cellules épithéliales 
tumorales et un marquage au niveau des cellules du stroma de la tumeur. L’utilisation des 
IgGs non immuns comme anticorps primaires ne montre pas de marquage spécifique pour 
la sous-unité α1 (figure 11, C et D). L’analyse de l’expression de la sous-unité α1 dans les 
65 tumeurs a montré que son expression dans les cancers (figure 12 : B, D, H et J) était 
beaucoup plus forte par rapport à son expression dans les marges correspondantes 
(figure 12 : A, C, G et J). Certaines tumeurs exprimaient très faiblement la sous-unité α1 à 
un niveau comparable à la marge de résection (figure 12 E et F). Le tableau XI, où est noté 
le résultat des scores attribués aux tumeurs et à leurs marges, montre que la sous-unité 
α1 est présente dans 65% des tumeurs et elle est surexprimée dans 57% des cas par 
rapport aux marges appariées, en considérant son expression dans les cellules épithéliales 
seulement. Au niveau des adénocarcinomes moyennement différenciés, α1 est présente 
au pôle basolatéral (figure 12 : B et H) des cellules tumorales. Alors que dans les tumeurs 




de la sous-unité α1 est observé sous forme d’un fin liseré membranaire entourant les 
cellules (figure 12, D et J). La sous-unité α1 est observée également au niveau des cellules 
myoépithéliales (Figure 12, A, B et H) et dans les cellules endothéliales des capillaires 
sanguins (figure 12, I). L’expression de la sous-unité α1 par les cellules épithéliales et 
celles du stroma nous a amené à faire une comparaison entre son expression au niveau 
des cellules épithéliales tumorales, les cellules épithéliales normales et les cellules 
stromales non tumorales. Nous avons observé que seulement 23% des cellules 
épithéliales non tumorales expriment α1 avec une intensité modérée à forte, alors que 
ce degré d’expression est observé dans 65% des cellules épithéliales tumorales et 97% 
des cellules non tumorales du stroma des tumeurs (Figure 13). Ce résultat suggère que la 
présence de la sous-unité α1 dans les composantes épithéliales tumorales et non 
















Paramètres Description valeur (%) 
Grade tumoral 
1 0 0 
2 40 61.5 
3 18 27.7 
4 7 10.8 
Stade TNM 
1 8 12.3 
2 23 35.4 
3 26 40.0 
4 8 12.3 
Instabilité des 
microsatellites 
MSS 52 81.2 
MSI 12 18.8 
APC/CTNNB1 
Pas de mutation 37 57.8 
mutation 27 42.2 
KRAS/BRAF  
Pas de mutation 37 57.8 
Mutation oncogénique 27 42.2 
P53 
Pas de mutation 36 56.3 
mutation 28 43.7 
Tableau X. Paramètres histopathologiques et caractérisation moléculaire des tumeurs 






Figure 10. Expression du messager de la sous-unité α1 dans le cancer colorectal. A. 
Expression de l'ARNm du gène ITGA1 évaluée par qPCR dans 65 cancers colorectaux par 
rapport aux marges de résection correspondantes. La ligne rouge correspond à un niveau 
d’expression du gène ITGA1 équivalent entre les cancers et les marges correspondantes 
(pas de changement d’expression). Les points noirs correspondent aux valeurs 
d’expression du gène ITGA1 exprimées en rapport de changement entre le cancer et le 
tissu de la marge correspondante. Ces valeurs ont été normalisées à l’expression du gène 
B2M. La ligne en pointillés correspond à un Cut-off déterminé à une limite de 2 fois 
l’expression dans la tumeur par rapport à la marge, P< 0.001, One-Sample T Test. B. 
Répartition de l’expression du gène ITGA1 dans les 65 tumeurs en fonction du stade 
tumoral (stade 1; 8 patients, stade 2; 23 patients, stade 3; 26 patients et le stade 4; 8 







Figure 11. Validation de l’anticorps anti-α1 en immunohistochimie. Dans le but de 
confirmer la spécificité de l'anticorps primaire anti-α1, des sections successives du même 
échantillon de CCR et de la marge de résection correspondante ont été incubées en 
immunohistochimie soit en présence des anticorps primaires anti-α1 (A et B), soit avec 
les anticorps anti-IgG non immuns utilisés comme contrôle négatif (C et D). Barre 













Figure 12. Images représentatives de l’expression immunohistochimique de la sous-
unité α1 des intégrines dans le CCR. La sous-unité α1 est exprimée à des niveaux élevés 
dans un nombre significatif de tumeurs (B, D, H, J) par rapport aux marges appariées (A, 
C, G, I) où son expression est majoritaire dans les cellules prolifératives de la crypte et au-
dessous des niveaux de détection dans les cellules épithéliales normales de surface (A, 
G). Notez que les myofibroblastes sous-épithéliaux ont également été marquées par les 
anticorps anti-α1 dans les tissus normaux (A, C, I) et des tumeurs (B, H, J). Les scores ont 
été soit 0, où l’expression est négative ou faible comparable à celle de l’épithélium de 
surface, soit 1 où l’intensité du marquage était modérée, et le score 2 correspondait à 
une expression d’intensité supérieure à celle de la crypte. Pour cette partie, l’analyse a 
seulement portée sur l’expression de la sous-unité α1 par les cellules épithéliales 
normales de la crypte et les cellules épithéliales tumorales. Barre d’échelle = 50 µm. 

















Tableau XI. Récapitulatif des scores d’expression de la sous-unité α1 dans les tumeurs 
comparés aux scores des marges de résection correspondantes. Les scores ont été 
attribués seulement aux cellules épithéliales (tumorales et non tumorales). Les détails des 
scores sont décrits dans la légende de la figure 12. L’expression de la sous-unité α1 était 
significativement supérieure dans 37 tumeurs (test de McNemar-Bowker, p< 0.001) par 
rapport aux marges appariées soit 57% de l’ensemble des tumeurs (scores en rouge), 
similaire dans 25 cas (38%) et inférieure dans seulement 3 cas (5%). Adapté de (Boudjadi 









 Score 0 20 20 10 50
de la 
marge
1 3 4 7 14
2 0 0 1 1
23 24 18 65












Figure 13. Quantification relative de l’expression de la sous-unité α1 entre les 
composantes épithéliale et stromale dans le tissu tumoral par rapport au tissu de la 
marge de résection. L’intensité de l’expression a été subdivisée en deux catégories : 
expression faible ou négative et expression modérée à forte. Le résultat montre que 
seulement 23% des cellules épithéliales normales expriment α1 de façon modérée à forte, 
alors que cette expression est observée dans 65% des cellules épithéliales et 97% des 
cellules stromales péritumorales. Les barres d’erreur correspondent à l’intervalle de 










4.4. La méthylation de l’ADN n’est pas le mécanisme de régulation de l’expression du gène 
ITGA1 dans le CCR : 
Après avoir démontré que l’expression de la sous-unité α1 des intégrines est augmentée 
dans le CCR, nous avons étudié par la suite les mécanismes qui pourraient être 
responsables de cette expression. Nous avons observé qu’α1 est fortement présente dans 
les lignées tumorales colorectales HT29, SW480 et la lignée Caco2/15. Son expression est 
modérée dans les lignées T84, SW620 et LOVO et la protéine est très faiblement exprimée 
voir absente dans les deux lignées HCT116 et DLD1 (figure 14 A). En fait, il a été rapporté 
que l’expression du gène ITGA1 est réprimée durant la différentiation des cellules 
hématopoïétiques en mégacaryocytes (Cheli et al., 2007). Le promoteur du gène ITGA1 
comporte un ilot CpG qui inclut plusieurs éléments CpG. Dans l’étude de Cheli et al, le 
traitement au bisulfite a montré que la plupart de ces éléments sont méthylés au cours 
du processus de différentiation de ces cellules. Nous avons vérifié si ce mécanisme de 
méthylation est impliqué dans l’absence d’expression du gène ITGA1 dans les lignées 
HCT116 et DLD1. Pour cela, nous avons utilisé un agent de déméthylation de l’ADN, le 5-
AZA, qui permet la réexpression des gènes après déméthylation de leur promoteur, 
comme c’est le cas du gène IGFBP7 (insulin-like growth factor-binding protein 7) (Lin et 
al., 2007). Le traitement de la lignée HCT116 par le 5-AZA, pendant une durée de 7 jours 
n’a pas entrainé une réexpression du messager du gène ITGA1 (figure 14B) alors qu’il a 
provoqué une expression importante du transcrit du gène IGFBP7 comme décrit 
précédemment dans différentes lignes tumorales coliques incluant la lignée HCT116 
(Suzuki et al., 2010). Le fait qu’ITGA1 soit exprimée dans plusieurs lignées tumorales 
coliques ainsi que ce résultat suggèrent fortement que la régulation de l’expression du 










Figure 14. Expression de la sous-unité α1 dans différentes lignées tumorales 
colorectales. A. Immunobuvardage représentatif montrant l’expression de la protéine α1 
dans les lignées tumorales colorectales T84, HT29, SW480, SW620, DLDD1, HCT116, Lovo 
et Caco2/15. L’expression de l’actine a été utilisée comme contrôle du chargement. B. 
Résultats de l’expression des messagers d’IGFBP7 (gauche) et d’ITGA1 (droite) obtenus 
par qPCR, après traitement de la lignée HCT116 par le 5-AZA pendant 7 jours par rapport 










4.5.  Analyse du promoteur du gène ITGA1 : 
La régulation transcriptionnelle est l'un des mécanismes les plus importants dans la 
régulation de l’expression des gènes qui fait intervenir différent types de facteurs de 
transcription et leurs cofacteurs, qui vont influencer directement l’expression des gènes 
cibles. Ces facteurs se lient dans des régions précises de l’ADN dont les promoteurs de 
gènes et qui correspondent à la séquence de l’ADN précédant immédiatement le site 
d’initiation de la transcription. Dans ces régions sont présentes de courtes séquences 
d’ADN appelés éléments de réponse (ER) qui vont être reconnus par les facteurs de 
transcription. Nous avons donc procédé à une analyse bio-informatique de la séquence 
promotrice du gène ITGA1 utilisant le logiciel MatInspector (version 2.7) à la recherche 
d’éléments de réponse pour des facteurs de transcription impliqués dans le cancer 
colorectal. Nous avons identifié deux ER pour le facteur TCF4, connu pour être la cible de 
la voie Wnt/β-caténine, qui est souvent activée dans le CCR (Kolligs et al., 2002; Hatzis et 
al., 2008) et 2 ER pour le facteur de transcription MYC, un oncogène impliqué dans la 
progression du CCR (Sikora et al., 1987; Myant et Sansom 2011). Plusieurs éléments de 
réponse pour TCF4 ont été identifiés dans la littérature incluant la séquence optimale 
AAGATCAAAGG (van de Wetering et al., 1997; van Beest et al., 2000), la séquence 
CATCAAAGG (Hatzis et al., 2008) et la séquence courte A/T-TCAAAG (Hatzis et al., 2008). 
Les deux séquences CTCAAAG et AGCAAAG que nous avons identifiées sont plus proches 
de la séquence courte pour le facteur TCF4. Malgré la présence de ces deux ER, le test 
promoteur gène rapporteur que nous avons effectué n’a pas montré de différence 
significative dans l’activité du promoteur du gène ITGA1 en présence soit du vecteur 
d’expression du facteur TCF4 ou celui de la β-caténine en comparaison au vecteur vide 
(figure 15A). Ce résultat indique que les deux éléments de réponses identifiés sur le 
promoteur du gène ITGA1 ne sont pas fonctionnels.  
Le facteur de transcription MYC est connu pour se lier avec son partenaire MAX à la 
séquence consensus CACGTG appelée E-box (Blackwood et Eisenman 1991; Fernandez et 




CAAGTG, que nous avons dénommé BOX-S1, situé entre -249 et -244 par rapport au site 
d’initiation de la transcription. Ce site se différencie de la séquence E-box que par une 
adénine (A) à la place de la cytosine, troisième nucléotide dans la séquence CACGTG. Le 
deuxième élément est le CAGATG, que nous avons appelé BOX-S2, se trouve entre les 
positions +26 et +31 sur le promoteur du gène ITGA1. Ce site a une similitude avec 
l’élément CACATG également décrit comme site de liaison de MYC-MAX à l’ADN 
(Fernandez et al., 2003). Les essais luciférase que nous avons effectués montrent 
clairement que l’activité du promoteur du gène ITGA1 est augmentée avec la transfection 
du vecteur d’expression de MYC par rapport au vecteur vide (figure 15B). Cette activité a 
été fortement réduite lors de la transfection de MAD seul ou en présence de quantités 
équivalentes du facteur MYC (figure 15B), MAD étant un compétiteur de MYC pour la 
liaison avec MAX (Ayer et al., 1993; Grandori et al., 2000). Dans le but de confirmer si les 
deux ER que nous avons identifié dans le promoteur du gène ITGA1 sont impliqués dans 
l’action de MYC sur l’activité de ce promoteur, nous avons procédé par mutation sélective 
de ces deux ER, pour créer deux nouveaux sites ; M-BOX-S1 et M-BOX-S2 qui ne devraient 
pas être reconnus par MYC (Figure 16). L’essai luciférase montre que la mutation de l’un 
ou l’autre de ces deux ER entraine une réduction significative de l’activité du promoteur 
du gène ITGA1, même en présence de MYC en comparaison avec une importante activité 
du promoteur non muté (figure 17). Ce résultat suggère que les deux éléments de réponse 
que nous avons nouvellement identifiés ont un rôle combiné dans le contrôle du 






Figure 15. Régulation transcriptionnelle du promoteur du gène ITGA1. Le promoteur du 
gène ITGA1 couplé au gène Renilla tous les deux insérés dans le vecteur d’expression 
pLightSwitch-Prom ont été transfecté dans les cellules 293T. L’activité du promoteur a été 
déterminée par la mesure de l’activité de la Renilla et le résultat a été exprimé par rapport 
au vecteur vide. Le vecteur d’expression de la Luciférase (firefly) a été utilisé comme 
contrôle de la transfection dans toutes les conditions. A. Les activateurs transfectés sont 
soit le vecteur vide, soit le vecteur d’expression du TCF4. B. Transfection du vecteur vide 
(VV), des vecteurs d’expression de MYC, de MAD ou les deux ensembles. Les résultats 
sont présentés comme des moyennes avec erreur type. Les expériences ont été 
effectuées trois fois de façon indépendante, chaque fois en triplicata. **P<0.01, 









Figure 16. Représentation schématique des éléments de réponse pour MYC sur le 
promoteur du gène ITGA1. A. Promoteur du gène ITGA1 non muté comportant les deux 
possibles éléments de réponse BOX-S1 et BOX-S2 (en vert, les nucléotides communes 
avec la séquence consensus E-Box). B. Destruction des deux éléments de réponse pour 
MYC et création de deux séquences ne pouvant être reconnues par MYC (les nucléotides 














Figure 17. MYC contrôle le promoteur du gène ITGA1 au niveau de deux éléments de 
réponse. Les cellules 293T ont été transfectées soit par le vecteur pLightSwitch-Prom 
comportant le gène Renilla couplé au promoteur du gène ITGA1 non muté, soit incluant 
la mutation du site BOX-S1 (M-BOX-S1) ou la mutation du site BOX-S2 (M-BOX-S2). Pour 
chaque condition, les activateurs étaient soit le vecteur vide (VV), soit le vecteur 
d’expression de MYC. L’activité du promoteur a été déterminée par la mesure de l’activité 
de la Renilla et le résultat a été exprimé par rapport au vecteur vide. Le vecteur 
d’expression de la Luciférase (firefly) a été utilisé comme contrôle de la transfection dans 
toutes les conditions. Les expériences ont été réalisées à trois reprises, chaque fois en 








4.6. Contrôle de l’expression du gène ITGA1 par le facteur de transcription MYC dans le 
cancer colorectal : 
Il est important de savoir que même si les essais luciférases apportent beaucoup 
d’information sur l’activité des promoteurs en permettant d’effectuer différents tests 
comme la mutagenèse dirigée, ils restent tout de même artificiels puisque les promoteurs 
sont montés dans des plasmides et que la structure de ces segments d’ADN n’inclut pas 
les autres composants de la chromatine que l’on retrouve dans l’ADN génomique des 
cellules. 
Dans le contexte du CCR, nous avons tout d’abord étudié le contrôle du promoteur du 
gène ITGA1 par MYC dans différentes lignées coliques colorectales. Pour cela, nous avons 
choisi les lignées HT29, T84 et SW480 qui expriment MYC et ITGA1 (tableau XII). D’une 
part, le traitement de ces trois lignées par un inhibiteur spécifique de MYC à 50 µM, le 
10058-F4, entraine une baisse de l’expression protéique de MYC et une réduction de 
l’expression de la sous-unité α1 au niveau du transcrit et de la protéine (figure 18 A-B), 
alors que l’expression de la sous-unité β1 était faiblement affectée. D’autre part, la 
répression de l’expression de MYC par un sh-ARN ciblant l’ARN messager de MYC dans la 
lignée HT29, entraine une baisse de l’expression du messager de MYC et celle du gène 
ITGA1, sans effet significatif sur l’expression du gène ITGB1 (figure 19 A-B) 
 
Tableau XII. Évaluation de l’expression de MYC (protéine) et le messager (ITGA1) et la 
protéine de la sous-unité α1 dans différentes lignées cancéreuses colorectales. Modifié 






Figure 18. L’inhibition de MYC entraine une baisse de l’expression de la sous-unité α1 
dans les cellules cancéreuses colorectales. A. Les cellules T84, HT29 et SW480 ont été 
traitées pendant 24h ou 48 heures soit avec le 10058-F4, un inhibiteur de MYC (MYCi), à 
la concentration de 50 µM dilué dans le DMSO, soit avec le DMSO seulement. Les niveaux 
de l’ARNm du gène ITGA1, déterminés par qPCR, sont exprimés en degré de variation 
rapporté au contrôle (=1) et sont normalisés à l’expression du gène RPLP0, utilisé comme 
gène endogène. B. Immunobuvardage représentatif et analyse densitométrique de 
l’expression de MYC, ITGA1 et ITGB1 après traitement des cellules T84, HT29 et SW480 
comme indiqué dans (A). L’expression de la béta-actine (ACTB) a été utilisée comme 
contrôle du chargement. Toutes les expériences ont été effectuées en triplicata et 
répétées à trois reprises. Test Student, *P<0,05, **P<0,01, ***P<0,001, ****P<0,0001. 





Figure 19. La répression de l’expression de MYC induit une réduction de l’expression de 
la sous-unité α1 dans les cellules cancéreuses colorectales. Les cellules HT29 ont été 
infectées soit avec des lentivirus comportant des sh-ARNs réprimant l’expression de 
l’ARNm de MYC (sh c-MYC) soit des sh-ARN contrôle (sh-Ctrl) non ciblant. A. L’expression 
des transcrits de MYC et ITGA1 a été quantifiée par qPCR et rapportée à l’expression du 
gène endogène RPLP0. B. Immunobuvardage représentatif et analyse densitométrique de 
trois expériences indépendantes montrant l’expression des protéines MYC, α1 et β1 (sans 
densitométrie) ainsi que la béta-actine, utilisée comme contrôle du chargement des 








Pour confirmer que le contrôle de l’expression du gène ITGA1 par le facteur de 
transcription MYC se fait de façon directe dans les cellules cancéreuses colorectales, nous 
avons procédé par immunoprécipitation de la chromatine dans le but de vérifier si MYC 
se lie directement au niveau de la région du promoteur du gène ITGA1 qui comporte les 
ERs que nous avons préalablement identifiés. Comme contrôle positif, nous avons utilisé 
le promoteur du gène CCND1, car ce promoteur comporte un élément E-box. Le gène 
CCND1 code pour la cycline D1 qui est une cible bien connue du facteur MYC (Francoeur 
et al., 2009; Yang et al., 2009). Dans cette expérience nous avons observé que l’utilisation 
des anticorps anti c-Myc entraine un enrichissement de la région de la chromatine du 
promoteur du gène CCND1 ainsi que la région du promoteur du gène ITGA1 comportant 
les deux éléments de réponses pour MYC, que nous avons identifiés (figure 20, A et C). Le 
fait qu’un facteur de transcription se lie sur un promoteur n’indique pas nécessairement 
qu’il s’agit d’un effet répressif ou une induction de l’expression. Nous avons amplifié par 
qPCR les mêmes segments des promoteurs des gènes ITGA1 et CCND1 en utilisant des 
anticorps anti ARN-POLII pour confirmer le recrutement de l’ARN polymérase dans les 
mêmes conditions que MYC dans la lignée HT29. L’utilisation de ces anticorps entraine 
une augmentation de l’enrichissement de la chromatine des régions cibles sur les 
promoteurs des deux gènes ITGA1 et CCND1, suggérant que la machinerie 
transcriptionnelle a été engagée sur les deux promoteurs pendant la liaison du facteur de 
transcription MYC sur ces promoteurs (figure 20, B et D).  
Combiné ensemble nos résultats suggèrent que MYC est un régulateur transcriptionnel 






Figure 20. Identification, par immunoprécipitation de la chromatine (ChIP), de 
l’occupation du promoteur de la sous-unité α1 par MYC dans la lignée tumorale colique 
HT29. L’expérience a été réalisée soit avec les anticorps anti-c-Myc, anti POLII ou anti IgG 
(Non spécifiques), ce dernier a été utilisé comme contrôle négatif. A-B. L’enrichissement 
de la région du promoteur du gène ITGA1 comportant les deux éléments de réponse BOX-
S1 et BOX-S2 a été quantifié par qPCR en comparaison à une région de la chromatine ne 
comportant pas d’élément de réponse pour MYC. C-D. L’enrichissement de la région du 
promoteur de la cycline D1 (CCND1), comportant un élément consensus E-box, a été 
utilisé comme contrôle positif de l’expérience. Les résultats sont présentés comme des 
moyennes avec erreur type, et les histogrammes représentent la moyenne de trois 
expériences indépendantes, et les qPCR ont été effectués en triplicata. Test Student, 





4.7.  Expression de MYC et la sous-unité α1 dans le cancer colorectal : 
Après avoir démontré que MYC contrôle l’expression du gène ITGA1 dans les cellules 
tumorales colorectales, nous avons par la suite évalué leur expression dans les tissus de 
cancer colorectal et déterminé si une corrélation existe entre ces deux protéines. Comme 
nous avons observé que la sous-unité α1 est présente dans les cellules épithéliales 
tumorales et les cellules du stroma et que MYC est exprimé en majorité par les cellules 
tumorales, nous avons donc étudié son expression et celle de MYC en immunohistochimie 
seulement dans les cellules épithéliales. L’étude a porté sur les 65 adénocarcinomes et 
leurs marges de résection respectives. Les scores utilisés pour l’analyse semi-quantitative 
de l’expression de MYC étaient les mêmes que pour α1, étant donné que les deux 
protéines ont le même profil d’expression dans la crypte de la muqueuse colique normale. 
De ce fait, un score de 1 (expression modérée) a été attribué aux tumeurs qui expriment 
MYC et α1 avec une intensité équivalence à celle des cellules épithéliales du fond de la 
crypte colique, alors qu’un score de 0 (expression faible a absente) été attribué aux 
tumeurs exprimant MYC et α1 de façon comparable à la partie supérieure de la crypte et 
à l’épithélium de surface. Un score de 2 a été attribué aux tumeurs où l’expression de 
MYC et α1 est plus intense par rapport aux cellules du fond de la crypte. Comme illustré 
dans la figure 21, MYC est présent dans les noyaux des cellules du fond de la crypte et son 
expression est faible dans la partie haute de la crypte et absent dans l’épithélium de 
surface (figure 21A). La sous-unité α1 est exprimée, au pôle basolatéral des cellules 
épithéliales normales de façon comparable à l’expression de MYC dans cet épithélium 
(figure 21C). Dans les tumeurs présentées dans la figure 21 on observe que lorsque MYC 
est fortement exprimé dans le noyau des cellules tumorales colorectales, α1 l’est 
également dans les mêmes tumeurs (figure 20, comparer B et D, F et H, J et L), alors que 
l’absence de MYC est accompagnée par l’absence de la sous-unité α1 (Figure 20, 
comparer N et P). Dans toutes les tumeurs colorectales étudiées, nous avons observé que 
MYC est présent dans 34 tumeurs (52%) et α1 dans 42 tumeurs (65%) et qu’il existe une 




des cas (Tableau XIII, κ pondéré de 0,7, P<0,0001). Tous comme pour les lignées cellulaires 
colorectales, cette analyse immunohistochimique semi-quantitative supporte 
l’hypothèse que MYC est impliqué dans la régulation de l’expression de la sous-unité α1 

















Figure 21. Images d’immunohistochimie représentatives de l’expression de MYC et de 
la sous-unité α1 dans les adénocarcinomes colorectaux et les marges appariées. 
L’immunohistochimie a été réalisée sur des lames de TMA comportant des échantillons 
de chaque cancer et sa marge issus de 65 patients, comme décrit dans la section matériels 
et méthodes. Des images de la tumeur et la marge de résection de 4 patients (1-4) sont 
illustrées dans la figure. Pour le patient 1 (Ligne 1), l’intensité d’expression de MYC avait 
un score de 1 (B, cadran noir) car similaire à son expression dans le fond de la crypte au 
niveau de la marge de résection (A, score 1, cadran blanc) alors que le score d’expression 
de la sous-unité α1 était de 2 car plus intense dans la tumeur (D, score2, cadran noir) par 
rapport à la marge de résection (A, score 1, cadran blanc). Pour les patients 2 et 3, le score 
de 2 a été attribué à la forte intensité d’expression de MYC et de la sous-unité α1 dans les 
tumeurs (F et H, carré noir). Pour le patient 4, l’intensité de l’expression des deux 
protéines avait un score de 0 (N et P, score 0, cadran noir) car elle était comparable à leur 
expression dans la partie supérieure de la crypte et de l’épithélium de surface (M et O). 
Pour les deux protéines, les scores de référence correspondant soit à leur expression 
faible ou négative dans la partie haute de la crypte et l’épithélium de surface (Score 1, 
cadran blanc), ou soit à leur expression dans le fond de la crypte (Score 1, cadran blanc) 
sont indiqués dans les images de la marge de résection du patient 1 (A et C). Les cadrans 
noirs comportent les scores attribués aux tumeurs et les cadrans jaunes indiquent 
l’identification de chaque image. La barre blanche dans l’image A correspond à une 
















Tableau XIII. Corrélation entre l’expression de MYC et de la sous-unité α1 dans les 
adénocarcinomes colorectaux. Comparaison entre l’expression immunohistochimique 
de MYC et de la sous-unité α1 dans les tumeurs. Les scores de 0, 1 et 2 ont été attribués 
aux tumeurs en fonction de l’intensité de l’expression des deux protéines. En rouge sont 
le nombre des tumeurs de patients pour lesquelles les scores de MYC et α1 sont 
identiques. L’expression de la sous-unité α1 corrèle à celle de MYC dans 72,3% des 










0 1 2 Total
0 21 2 0 23
1 8 15 1 24
2 2 5 11 18








4.8. Implication de l’intégrine α1β1 dans la progression du cancer colorectal : 
Dans cette étude la sous-unité α1 était présente dans 65 % des tumeurs colorectales 
étudiées et dans 6 lignées tumorales colorectales parmi lesquelles HT29, SW480 et T84 
qui en expriment le plus et pour lesquelles le profil des mutations oncogéniques est 
différent. Pour étudier les rôles de l’intégrine α1β1 dans le cancer colorectal nous avons 
opté pour la stratégie de perte de fonction par la répression de l’expression de l’ARNm 
du gène ITGA1 dans ces trois lignées. Cette répression a été validée par qPCR pour le 
transcrit et en immunobuvardage au niveau protéique (figure 22, A et B). Il est à noter 
qu’il n’y avait pas une modulation de l’expression de la sous-unité α2 dans les trois lignées 
(figure 22B). Comme l’intégrine α1β1 est connue pour son implication dans la 
prolifération des cellules endothéliales (Abair et al., 2008), des fibroblastes (Giancotti 
2000) et pour les cellules carcinomateuses pulmonaires du modèle murin (Macias-Perez 
et al., 2008), nous avons testé l’effet de la répression de l’expression de la sous-unité α1 
sur la prolifération des cellules cancéreuses colorectales. Comme illustré dans la figure 
23, il y avait une baisse significative de la croissance cellulaire jusqu’à 8 jours après 
ensemencement des cellules, reflétée par une courbe de croissance plus basse dans le 
groupe des cellules sh-α1 par rapport au groupe sh-Ctrl pour les trois lignées HT29, T84 
et SW480 (figure 23A). Cette baisse était en rapport avec la diminution de la prolifération 
cellulaire telle que démontrée par la diminution significative de l’incorporation du BrdU 
dans les cellules sh-α1 par rapport aux cellules sh-Ctrl (figure 23B). La différence de 
l’incorporation du BrdU entre les deux groupes de cellules était de 9,37%, 16,4% et 9,59% 
respectivement pour les lignées HT29, T84 et SW480. Ces résultats suggèrent que 










Figure 22. Répression de l’expression de la sous-unité α1 dans les cellules cancéreuses 
colorectales. Les cellules HT29, T84 et SW480 ont été infectées avec des lentivirus 
comportant soit des sh-ARNs réprimant l’expression de l’ARNm du gène ITGA1 (sh-α1) 
soit des sh-ARN contrôles (sh-Ctrl) non ciblant. A. L’expression du transcrit du gène ITGA1 
a été quantifiée par qPCR et rapportée à l’expression du gène endogène RPLP0. B. 
Immunobuvardage représentatif et analyse densitométrique (excluant la sous-unité α2) 
de l’expression de la sous-unité α1 et α2 dans les cellules sh-α1 par rapport aux cellules 
sh-Ctrl. L’expression de la β-actine (ACTB) a été utilisée comme contrôle du chargement 





Figure 23. Implication de l’intégrine α1β1 dans la prolifération des cellules cancéreuses 
colorectales. A. Courbe de croissance des trois lignées cancéreuses HT29, T84 et SW480. 
Les courbes montrent le nombre des cellules vivantes suivant le temps, entre les deux 
groupes sh-Ctrl en noir et sh-α1 en grils pâle. Au départ, 50000 cellules ont été 
ensemencées dans des plaques de 6 puits, et le compte a été effectué tous les deux jours. 
B. Histogrammes illustrant le pourcentage d’incorporation du BrdU effectuée 4 jours 
après ensemencent des cellules HT29, T84 et SW480, pour les groupes Sh-Ctrl et Sh-α1. 
Le compte représente le pourcentage des noyaux marqués par rapport à la totalité des 
noyaux présents dans chaque champ analysé. Les expériences ont été réalisées en 




Comme les intégrines sont importantes pour la métastase des cellules cancéreuses (Sterry 
et al., 1992; Gogali et al., 2004; Desgrosellier et Cheresh 2010), et que la résistance à 
l’anoïkose est une condition primordiale pour que les cellules tumorales puissent résister 
à la perte d’adhérence, nous avons évaluer l’importance de l’intégrine α1β1 pour cette 
fonction. Nous avons observé que la répression de l’expression de la sous-unité α1 rend 
les cellules HT29 et T84 plus sensibles à l’anoïkose par rapport au sh-Ctrl, comme le 
montre l’augmentation de l’activité de la Caspase 3 (figure 24). Pour la lignée SW480, le 
test statistique a montré un p=0,06, proche du seuil de significativité qui est de 0,05. Des 
expériences supplémentaires pourraient confirmer cette tendance.  
Il est bien connu que les intégrines sont des acteurs importants dans la migration 
cellulaire et notamment pour les cellules cancéreuses, dont celles du cancer colorectal. 
(Klekotka et al., 2001; Vicente-Manzanares et al., 2005; Song et al., 2015). Pour vérifier si 
l’intégrine α1β1 est impliquée dans la migration des cellules cancéreuses colorectales, 
nous avons réalisé un test de blessure sur Pétri (figure 25A) en abolissant la prolifération 
cellulaire par l’hydroxyurée 24 heures avant l’expérience et tout au long du test. Comme 
illustré dans la figure 25B, la répression de l’expression de la sous-unité α1 entraine un 
retard de la fermeture de la blessure par rapport au contrôle, pour les deux lignées HT29 
et T84. En effet pour la lignée HT29, 48 heure après la blessure, le rapport surface 
initiale/surface finale était de 4,11 pour les cellules sh-Ctrl et 1,63 pour les cellules sh-α1. 
Pour la lignée T84, ce rapport était de 11,12 pour les cellules sh-Ctrl et 2,53 pour les 
cellules sh-α1 (figure 25C). Ces données indiquent qu’il y avait un retard de migration 
dans les cellules sh-α1 par rapport aux cellules sh-Ctrl, suggérant un rôle positif de 














Figure 24. Implication de l’intégrine α1β1 dans la résistance à l’anoïkose dans le cancer 
colorectal. Histogrammes montrant le résultat du dosage de l’activité de la caspase 3 dans 
les trois lignées HT29, T84 et SW480. Les cellules ont été maintenues en suspension 
pendant 24 heures dans des Pétris recouverts de poly-Hema. Les cellules ont été lysées 













Figure 25. Rôle de l’intégrine α1β1 dans la migration cellulaire. A. Schéma représentatif 
du test de blessure réalisé. Les cellules, ensemencées à haute densité, ont été traitées par 
l’hydroxyurée (2 µM) pendant 24 heures avant le test. Deux à trois blessures ont été faites 
dans chaque Pétri (lignes rouges), et une ligne horizontale (en noir) a été tracée sous le 
Pétri pour servir de repaire lors de la prise des photos (cadre) au fils du temps. B. Images 
représentatives du test de blessure pour les deux lignées HT29 et T84. La fermeture de la 
blessure est comparée entre les groupes sh-α1 et sh-Ctrl, entre 0h et 48 heures pour 
chaque lignée. C. Histogramme montrant le résultat du rapport de surface initiale créée 
par la blessure (0h) par rapport à la surface finale (48h). Les expériences ont été 





Afin de tester l’effet de la perte de l’intégrine α1β1 sur la capacité tumorigénique des 
cellules cancéreuses colorectales, un nombre équivalent de cellules sh-α1 et sh-Ctrl (T84 
et HT29) a été injecté dans le tissu sous cutané des souris immunodéficientes nu/nu. 
Après exérèse des tumeurs, leur morphologie a été analysée. Comme le montre la figure 
26A, il n’y avait pas de différence significative entre la morphologie des cellules tumorales 
issues des cellules HT29 sh-α1 et sh-Ctrl. Pour la lignée T84, les cellules sh-α1 sont de plus 
petite taille par rapport aux cellules sh-Ctrl qui sont d’aspect cylindrique par endroits et 
avec une faible muco-sécrétion. La répression de l’expression de la sous-unité α1 a été 
validée par immunohistochimie et par immunobuvardage (figure 26, B et C). La baisse de 
la prolifération observée in vitro, s’est reflétée in vivo dans les tumeurs issues des cellules 
sh-α1 par rapport aux tumeurs issues des cellules sh-Ctrl, pour les deux lignées HT29 et 
T84, comme le montre la courbe de croissance mesurant le volume tumoral sur 30 jours 
après injection des différents groupes de cellules dans le tissu sous cutané des souris 
(figure 26D). L’examen histologique des tumeurs, issues de la lignée HT29, a montré que 
le nombre des mitoses était significativement plus faible dans les tumeurs issues des 
cellules sh-α1 (en moyenne 9 mitoses par mm2), par rapport aux tumeurs sh-Ctrl (en 
moyenne 19 mitoses par mm2) (figure 27, A et B), ce qui concorde avec la baisse de la 
prolifération observée in vitro. De plus, les tumeurs issues des cellules sh-α1 
comportaient significativement moins de vaisseaux par rapport aux tumeurs développées 
à partir des cellules HT29 sh-Ctrl. En moyenne le nombre des capillaires dans les tumeurs 
HT29 sh-Ctrl était de 6,2/mm2 alors que ce nombre était de 2,2 dans les tumeurs sh-α1 
(figure 27, C et D). Les capillaires sanguins ont été détectés par les anticorps dirigés contre 
l’antigène CD31, exprimé à la surface des cellules endothéliales. D’autre part, il y avait de 
larges plages de nécrose significativement plus grandes dans les tumeurs sh-α1 par 
rapport aux petites plages de nécrose observées dans les tumeurs issues des cellules sh-
Ctrl (figure 27E). La nécrose représente 11% de la surface tumorale pour les tumeurs sh-
Ctrl, alors qu’elle occupe 32% de la surface des tumeurs sh-α1 (figure 27F). Il s’agit ici 
d’une nécrose à limites nettes, typiquement observée dans les zones ischémiques. 




aux tumeurs contrôle, et suggèrent un rôle de l’intégrine α1β1 dans la progression du 
cancer colorectal. 
 
Figure 26. La réduction de l’expression de la sous-unité α1 réduit le développement des 
tumeurs colorectales en xénogreffes. A. Images représentatives de l’architecture 
histologique des tumeurs issues des cellules sh-Ctrl et sh-α1 pour les deux lignées HT29 
et T84. Les tumeurs HT29 sh-α1 comportent des plages de nécrose étendues. Coloration 
à l’hématoxyline et à l’éosine. B et C. Images d’immunohistochimie et immunobuvardage 
représentatifs de la validation de la répression de l’expression de la sous-unité α1 après 
exérèse des tumeurs issues des cellules sh-α1 et sh-Ctrl pour les deux lignées HT29 et T84. 
D. Courbes montrant l’évolution du volume tumoral dans les xénogreffes issues des 
cellules HT29 et T84. Les tumeurs ont été mesurées selon deux axes et le volume 
déterminé selon la formule [V = (d2 × D) x 0.5]. N=4. Test t de Student. *P<0,05, **P<0,01, 





Figure 27. La répression de l’expression de la sous-unité α1 entraine une baisse du 
nombre des mitoses, des vaisseaux sanguins et une augmentation de la nécrose dans 
les xénogreffes. A. Images représentatives de coupes de tumeurs, issues de cellules HT29 
sh-Ctrl et sh-α1, colorées à l’hématoxyline et à l’éosine. Les mitoses sont entourées par 
un cercle rouge. B. Histogramme montrant le compte du nombre des mitoses par mm2 
dans les deux groupes de tumeurs sh-Ctrl et sh-α1. C. Images d’immunohistochimie 
montrant les capillaires intra-tumoraux entourés par un cercle rouge. Les cellules 
endothéliales des capillaires ont été marquées par les anticorps anti-CD31 tel qu’illustré 
dans l’encadré rouge. D. Résultat du compte du nombre des capillaires dans les tumeurs 
contrôles et sh-α1. E. Image de deux tumeurs sh-Ctrl et sh-α1, coupées selon le plus grand 
axe et colorées à l’hématoxyline et à l’éosine. Les zones éosinophiles délimitées en rouge 
correspondent à la zone de nécrose dans chaque tumeur. F. Histogramme présentant le 
résultat du pourcentage des zones nécrotiques par rapport à la surface totale de chaque 
tumeur. Les résultats représentent la moyenne de l’analyse de trois échantillons. Test t 






5.1. Expression de la sous-unité α1 dans le cancer colorectal : 
Les intégrines constituent une superfamille de récepteurs transmembranaires qui 
assurent l’ancrage de la cellule à la matrice extracellulaire mais aussi la régulation de 
plusieurs fonctions cellulaires comme la transcription des gènes, la différentiation, la 
prolifération, la survie cellulaire et la migration (Giancotti 2000; Luo et al., 2007; Vachon 
2011). Du fait de l’importance de ces fonctions pour les cellules cancéreuses, il est donc 
évident que de nombreuses intégrines soient exprimées et surexprimées dans plusieurs 
tumeurs chez l’humain, et notamment dans le cancer colorectal. Dans cette étude, j’ai 
tout d’abord confirmé que la sous-unité α1 est présente au niveau basolatéral des cellules 
épithéliales de la crypte de l’intestin grêle alors qu’elle disparait dans les cellules 
différenciées de l’épithélium de la villosité, comme rapporté précédemment (Beaulieu 
1992; Beaulieu 1997). J’ai confirmé que cette observation corrèle avec la diminution de 
l’expression de la sous-unité α1 (en messager et en protéine) au cours de la différentiation 
des cellules de la lignée Caco-2/15, modèle reconnu dans l’étude de la différentiation 
intestinale (Vachon et Beaulieu 1992). De façon intéressante, α1 disparait également dans 
les cellules différenciées de Paneth situées au fond de la crypte intestinale (figure 8). 
L’expression de cette sous-unité des intégrines est également perdue au cours de la 
différenciation des cellules hématopoïétiques en mégacaryocytes (Cheli et al., 2007). Ces 
observations suggèrent qu’α1 ne semble pas nécessaire aux cellules différenciées, car elle 
est aussi très peu exprimée voir absente dans les cellules de l’épithélium de la partie 
supérieure de la crypte et de la surface de la muqueuse colique, alors qu’elle est exprimée 
par les cellules de la zone proliférative de la crypte. La détection de la sous-unité α1 a été 
effectuée en immunofluorescence et en immunohistochimie en utilisant deux anticorps 
différents (l’anticorps TS2/7 ne fonctionne pas sur les coupes de tissu fixées au 
paraformaldéhyde) et dans des conditions de fixation différentes, ce qui augmente la 
spécificité du marquage obtenu. Cela a été renforcé par l’utilisation d’anticorps non 
spécifiques comme contrôle négatif (figure 11). Nous avons utilisé des anticorps qui 




(Teller et Beaulieu 2001) dans le but de séparer le marquage dans les cellules épithéliales 
de celui des cellules mésenchymateuses, car j’ai observé que les myofibroblastes qui sont 
directement sous la membrane basilaire épithéliale expriment α1. Quelques fibroblastes 
du mésenchyme ainsi que les cellules musculaires lisses de la musculaire muqueuse 
expriment fortement α1, comme observé précédemment dans l’intestin (Beaulieu 1992). 
Ce profil d’expression est particulier à cette sous-unité car les autres sous-unités comme 
α2 et α3, bien que leur profil d’expression soit différent dans l’épithélium intestinal, sont 
peu ou non exprimées dans le tissu conjonctif de la muqueuse intestinale (Beaulieu 1992). 
Dans le cancer colorectal, j’ai observé α1 au niveau basolatéral des cellules différenciées 
et sous forme de liseré membranaire dans les cellules peu différenciées (figure 12D) mais 
sans corrélation significative avec le degré de différentiation des tumeurs étudiées. 
L’expression au niveau basolatéral dans les cellules intestinales est également observée 
pour d’autres sous-unités comme β1, α2 et α3 (Beaulieu 1992; Beaulieu 1997; Lussier et 
al., 2000). Cet aspect peut s’expliquer par l’absence de structures membranaires de 
séparation entre le pôle basal et le côté latéral, au contraire du pôle apical qui est séparé 
du pôle latéral par les jonctions serrées. Il est donc évident que l’intégrine α1β1 se lie aux 
chaines du collagène IV présent au niveau de la membrane basilaire épithéliale, alors 
qu’elle ne serait pas fonctionnelle au niveau du pole latéral des cellules épithéliales car 
les espaces entre ces cellules ne comportent pas de chaines de collagène IV, excepté une 
faible détection de la chaine alpha 5 du collagène IV au niveau basolatéral des cellules 
épithéliales (Beaulieu et al., 1994). Il est à noter également que les intégrines ne font pas 
de liaisons homotypiques. Dans les zones tumorales indifférenciées, les cellules sont plus 
petites, arrondies, sans différentiation membranaire et sans membrane basale. Cet 
aspect pourrait expliquer l’expression de la sous-unité α1 dans toute la membrane de ces 
cellules, et cela leur permettrait de se lier aux collagènes présents dans le stroma de la 
tumeur. 
 
Dans l’ensemble des tumeurs colorectales étudiées, j’ai observé que l’expression du 




marge de résection. L’expression de cette sous-unité a été observée dans d’autres 
tumeurs épithéliales, notamment le cancer de l’ovaire (Varma et al., 2005) et 
l’adénocarcinome bronchioloalvéolaire du poumon (Koukoulis et al., 1997). Cette 
expression est de concert avec le rôle pro-prolifératif de l’intégrine α1β1 rapporté dans 
les cancers du poumon et mammaire du modèle murin (Lochter et al., 1999; Macias-Perez 
et al., 2008). J’ai constaté que plus de 86% des tumeurs expriment au minimum 2 fois plus 
(ou plus) le messager de la sous-unité α1 par rapport au tissu de la marge, alors que 
l’expression de la protéine de cette sous-unité est constatée dans 65% des cellules 
épithéliales. Elle est augmentée dans seulement 57% de ces cellules par rapport à 
l’expression dans les cellules épithéliales de la marge de résection, dont 76% d’entre elles 
expriment faiblement α1. Une étude récente effectuées sur des TMA comportant 
plusieurs échantillons de cancers humains a permis de mettre au point plusieurs anticorps 
dont un anticorps anti-α1 différent de ceux que nous avons utilisés (Uhlen et al., 2015). 
La protéine était présente dans plusieurs tumeurs dont le cancer du pancréas, du sein, de 
l’ovaire, du foie, de la thyroïde et dans le cancer colorectal. Dans ce dernier, 80 % des 
cancers colorectaux exprimaient α1, et les cellules myoépithéliales et musculaires lisses 
étaient également marquées, ce qui rejoint nos résultats. Par contre, l’expression de 
l’ARNm de la sous-unité α1 n’a pas été rapportée dans cette étude. La différence entre 
l’expression de la sous-unité α1 en protéine et en messager que nous avons observée, 
s’explique simplement par le fait que l’analyse de l’expression en PCR tient compte de 
l’ARNm extrait de la totalité des cellules du tissu incluant les cellules non tumorales du 
stroma, qui elles aussi surexpriment α1 dans une très grande proportion. Il est à noter 
que le nombre de ces cellules est également augmenté dans le stroma des tumeurs 
étudiées par rapport au tissu conjonctif de la marge de résection. Cette différence dépend 
aussi du ratio cellules épithéliales tumorales/cellules non tumorales du stroma, dans 
chaque échantillon à partir duquel l’ARNm a été extrait. De nombreux types cellulaires 
sont présents dans ce microenvironnement incluant les macrophages et les fibroblastes 
qui, une fois activés par les cellules cancéreuses, peuvent jouer un rôle positif dans la 




macrophages de type M2 supportent l’angiogenèse, le remodelage de la matrice et 
l’échappement des cellules tumorales au système immunitaire (Sica et al., 2008) de même 
que les fibroblastes associés au cancer qui permettent la dégradation de la MEC en 
secrétant les MMPs et les µPA; la survie des cellules carcinomateuses en secrétant l’IGF 
et le HGF; et favorisent l’angiogenèse en élaborant le FGF et le VEGF (Kopfstein et 
Christofori 2006). Ce dernier facteur favorise l’expression et l’activation de plusieurs 
intégrines dont αvβ3 et α5β1 dans les cellules cancéreuses (Byzova et al., 2000). Dans les 
tumeurs colorectales étudiées, la présence de la sous-unité α1 dans les myofibroblastes 
et dans les cellules endothéliales est concordante avec les rôles rapportés de l’intégrine 
α1β1 dans la prolifération et la migration de ces deux types cellulaires (Pozzi et al., 1998; 
Senger et al., 2002; Gardner 2003; Abair et al., 2008; Gardner 2014). La présence de la 
sous-unité α1 dans les cellules du microenvironnement des tumeurs colorectales pourrait 
donc favoriser la progression de ces tumeurs. 
 
5.2. La méthylation de l’ADN n’est pas impliquée dans la régulation de l’expression du 
gène ITGA1 dans le cancer colorectal : 
La méthylation de l’ADN est l’un des mécanismes de régulation épigénétique de 
l’expression de plusieurs gènes dans les cellules normales comme dans les cellules 
cancéreuses. Dans les premières, la méthylation de l’ADN est observée souvent dans les 
régions inter-géniques mais aussi dans les régions promotrices de certains gènes. Les 
cellules cancéreuses présentent une perte généralisée de la méthylation de l'ADN inter-
génique avec un gain de méthylation dans de nombreux gènes qui comportent des îlots 
CpG (McCabe et al., 2009). Dans le cancer colorectal, la méthylation de l’ADN est un 
mécanisme de répression bien établit, permettant à la cellule cancéreuse de réprimer 
l’expression de plusieurs gènes dont P21, P16 et IGFBP7 (Brenner et al., 2005; Lin et al., 
2007; Veganzones-de-Castro et al., 2012) qui comportent des éléments CpG dans leur 
promoteurs respectifs. Malgré le fait que le promoteur du gène ITGA1 comporte un îlot 
CpG, l’expression de ce gène ne semble pas régulée par un mécanisme de méthylation de 




promoteur dans le tissu hématopoïétique (Cheli et al., 2007). En effet, des études ont 
montré qu’il n y a pas de la corrélation entre la présence d’un îlot CpG et l’expression d’un 
gène (Du et al., 2012), car le processus de méthylation est un mécanisme complexe qui 
fait intervenir la famille des méthyltransférases, qui comporte plusieurs variants et dont 
l’expression n’est pas toujours en corrélation avec les gènes méthylés (Su et al., 2010; 
Joensuu et al., 2015). D’autre part, j’ai observé α1 dans 65% des tumeurs et dans 6 lignées 
cancéreuses colorectales (sur un total de 8 lignées) en messager et en protéine alors que 
normalement si l’expression d’un gène est réprimée par un mécanisme de méthylation, il 
serait absent dans la plus part des lignées cancéreuses comme c’est le cas du gène IGFBP7 
(Lin et al., 2007) que j’ai utilisé comme contrôle positif lors du traitement des cellules par 
le 5-AZA, un agent de dé-méthylation de l’ADN bien caractérisé et largement utilisé. Suite 
à ce traitement dans la lignée HCT116 qui n’exprime pas ITGA1, le messager du gène 
IGFBP7 est réexprimé mais non celui du gène ITGA1. La répression de l’expression du gène 
ITGA1 dans la lignée HCT116 n’est donc pas dépendante de la méthylation de l’ADN. 
D’autres mécanismes seraient donc à l’origine de la régulation de l’expression du gène 
ITGA1 dans le cancer colorectal. 
5.3. Modulation de l’expression du gène ITGA1 par le facteur de transcription MYC dans 
les cellules cancéreuses colorectales : 
Comme α1 est exprimée dans les lignées cancéreuses colorectales et dans les tumeurs 
que nous avons étudiées, nous avons donc analysé son promoteur dans le but d’identifier 
des éléments de réponse pour des facteurs de transcription impliqués dans le cancer 
colorectal. La régulation de l’expression du gène ITGA1 au niveau transcriptionnel a été 
tout d’abord étudiée dans les cellules musculaires lisses où son promoteur est régulé par 
les facteurs GATA6, Nkx3.2 et SFR (serum response factor). Ce dernier régule l’expression 
du gène ITGA1 au niveau de la séquence CArG box présente sur le promoteur du gène 
ITGA1 (Obata et al., 1997; Nishida et al., 2002). Parmi ces facteurs, seul GATA6 est connu 
pour être impliqué dans la progression du cancer colorectal (Belaguli et al., 2010) alors 
que SFR et Nkx3.2 n’ont pas été caractérisé dans ce cancer. Une étude avait rapporté que 




gène ITGA1 dans les neuroblastomes mais le mécanisme de ce contrôle n’a pas été décrit 
(Tanaka et Fukuzawa 2008). De façon intéressante, chez la souris, N-MYC est présent 
uniquement au niveau des cellules différenciées des villosités intestinales (Bettess et al., 
2005) où la sous-unité α1 est absente, comme rapporté précédemment (Beaulieu 1992) 
et confirmé dans cette étude. Cela suggère que N-MYC pourrait réprimer l’expression du 
gène ITGA1 au niveau de ces cellules. Alors que l’expression de N-MYC n’a pas été 
rapportée dans le côlon, MYC a été observé dans la crypte de l’intestin grêle et du côlon 
de la souris et chez l’homme (Konsavage et al., 2012) ce qui rejoint nos observations. 
L’identification de deux éléments de réponse pour MYC sur le promoteur du gène ITGA1, 
la colocalisation des protéines MYC et α1 dans le côlon normal et dans les 
adénocarcinomes que nous avons étudiés suggèrent fortement l’implication de MYC dans 
le contrôle de l’expression du gène ITGA1 dans ces tissus. En effet, nous avons tout 
d’abord observé que l’inhibition pharmacologique de MYC entraine une baisse 
significative de l’expression du gène ITGA1 dans trois lignées tumorales colorectales. Le 
10058-F4 a été utilisé à la concentration de 50 µM, précédemment utilisée dans d’autres 
études et qui s’est avérée suffisante pour entraîner l’inhibition de la fonction de MYC sans 
cytotoxicité (Yin et al., 2003; Huang et al., 2006; Mo et Henriksson 2006; Lin et al., 2007). 
En plus de l’inhibition de la fonction de MYC, le 10058-F4 a entrainé également une 
réduction significative de l’expression de MYC uniquement dans les lignées HT29 et T84, 
mais le mécanisme de cet effet n’a pas été étudié (Yin et al., 2003; Mo et Henriksson 2006; 
Lin et al., 2007). Cette baisse de l’expression de MYC pourrait être secondaire à une 
augmentation de sa dégradation, car l’expression du transcrit de MYC ne change pas 
significativement suite au traitement des cellules par le 10058-F4 (données non publiées). 
L’absence d’une diminution significative de l’expression de MYC dans la lignée SW480 
peut être en rapport avec un effet dose dépendant spécifique à cette lignée, comme 
observé précédemment dans d’autres lignées cellulaires (Huang et al., 2006; Lin et al., 
2007). En plus de l’effet observé avec l’inhibiteur de MYC dans les trois lignées utilisées, 
nous avons montré que la répression de l’expression de MYC par un sh-ARN entraine une 




obtenus. D’autre part, l’expression du gène ITGB1 qui code pour la sous-unité β1 des 
intégrines, unique partenaire de la sous-unité α1 et qui comporte un élément de réponse 
E-box (Li et al., 2003), n’as pas été significativement modulée par l’inhibition de MYC ni 
par sa répression par un sh-MYC. Cela suggère que MYC joue un rôle mineur dans la 
régulation du gène ITGB1 dans les cellules cancéreuses intestinales, malgré la présence 
de l’élément E-box sur le promoteur du gène ITGB1. Il est à noter que ce facteur de 
transcription régule β4 dans les cellules cancéreuses colorectales (Ni et al., 2005), mais 
chez la souris MYC régule les promoteurs des gènes ITGB1 et ITGB4 dans les cellules de 
l’épithélium cutané et entraine la répression de leur expression (Gebhardt et al., 2006). 
Ces différences suggèrent que les cibles transcriptionnelles de MYC dépendent du 
contexte cellulaire et de l’accessibilité de MYC aux éléments E-Box présents dans leurs 
promoteurs respectifs. En tenant compte de ces conditions, il était important de savoir si 
MYC régule directement l’expression du gène ITGA1 sur son promoteur. La technique de 
l’immunoprécipitation de la chromatine nous a permis de démontrer que MYC se lie 
directement au promoteur du gène ITGA1 dans la région qui comporte les deux 
séquences consensus que nous avons identifié, mais aussi au promoteur du gène CCND1 
connu pour être une cible de MYC dans le cancer colorectal (Takahashi et al., 2007). 
L’oncogène MYC est connu pour être impliqué dans la régulation d’environ 15% des gènes 
(Dang et al., 2006) et peut réguler des facteurs impliqués dans l’amplification de l’ADN et 
de l’ARN, ce qui lui a valu le titre de facteur d’amplification général de régulation indirecte 
de plusieurs gènes (Nie et al., 2012; Sabo et al., 2014). Directement, MYC régule plusieurs 
gènes impliqués dans la prolifération, la survie, migration et invasion cellulaires (Dang 
2012). En effet, l’hétérodimère MYC/MAX une fois lié au promoteur recrute plusieurs 
facteurs de transcription généraux dont TFIIH, TFIID, p300 et TRRAP (Liu et al., 2008) qui 
sont importants pour le recrutement de l’ARN-POLII qui amorce le processus d’élongation 
(Dang 2012). Comme la présence de l’ARN-POLII sur le promoteur est un bon indicateur 
de l’activité d’un gène (Kim et al., 2005; Guenther et al., 2007), nous l’avons ciblé sur les 
promoteurs du gène ITGA1 et celui du gène CCND1 en utilisant des anticorps spécifiques 




un état actif quand MYC y été lié. Dans les essais luciférases, le fait que la transfection de 
MAD a entrainé une réduction de l’activité du promoteur du gène ITGA1 suggère que le 
complexe MAD/MAX se lie aux mêmes éléments de réponse que MYC sur le promoteur 
du gène ITGA1, comme décrit précédemment pour d’autres gènes (Ayer et al., 1993; 
Hurlin et al., 1997). Le fait que la destruction de l’un des deux éléments de réponse 
identifiés sur le promoteur du gène ITGA1 ait entrainé une baisse de l’activité de ce 
promoteur même en présence de MYC suggère que les deux éléments sont nécessaires 
pour que MYC active le promoteur du gène ITGA1. Le premier élément que nous avons 
identifié est en amont du site d’initiation de la transcription, comme c’est souvent le cas 
au niveau des promoteurs. Il était situé entre -249 et -244 paires de bases alors que le 
deuxième élément était entre +26 to +31, en aval de ce site. Nos résultats concordent 
avec une étude qui a montré la présence de deux éléments de réponse CACGTG de part 
et d’autre du site d’initiation de la transcription du gène TAF4b (Transcription initiation 
factor TFIID subunit 4B) qui est régulé par le facteur MYC (Teye et al., 2008). D’autre part, 
il est à noter qu’il existe deux types de promoteurs chez les mammifères : les promoteurs 
à transcription localisée et ceux à transcription dispersée (Reynolds et al., 1984; Smale et 
Kadonaga 2003; Carninci et al., 2006; Juven-Gershon et Kadonaga 2010). Dans les 
premiers, la transcription commence au niveau d’un seul nucléotide ou dans une région 
très étroite autour de ce nucléotide, alors que pour le deuxième plusieurs sites d’initiation 
de la transcription peuvent exister dans une région de 50 à 100 nucléotides, comme c’est 
le cas du gène de l’HMG CoA (Reynolds et al., 1984). Ce dernier type est souvent observé 
dans les promoteurs riches en CpG, et ne comporte pas des motifs TATA, DPE 
(downstream promoter element) ou MTE (motif ten element) (Carninci et al., 2006; 
Sandelin et al., 2007). Il est donc très probable que la transcription dans le promoteur du 
gène ITGA1, qui comporte un ilot CpG dans la région des deux éléments de réponse que 
nous avons identifié, peut s’initier à partir de plusieurs sites d’initiation de la transcription 
en plus de celui que nous avons considéré dans notre étude, et qui a été initialement 
décrit dans le tissu hématopoïétique (Cheli et al., 2007). En fait, l’analyse bio-informatique 




d’initiation de la transcription et la position des éléments de réponse va donc changer 
selon le site considéré. L’existence de plusieurs de ces sites suggère donc une possible 
différence selon le tissu, le type cellulaire, les facteurs de transcriptions recrutés et selon 
le contexte tumoral ou non. Une étude plus exhaustive du promoteur ITGA1 pourrait faire 
la lumière sur l’existence de ces différents sites. Les deux E-box non canoniques que nous 
avons identifiés font partie de plusieurs éléments dits CANNTG qui ont été identifiés 
comme éléments de réponse pour le complexe MYC/MAX (Hurlin et al., 1997; Grandori 
et al., 2000; Oster et al., 2002; Fernandez et al., 2003). Un mécanisme similaire à celui du 
gène ITGA1 a été observé dans le cancer du sein où le promoteur du gène BRCA1 
comporte deux éléments non-CACGTG et qui sont nécessaires à la liaison de MYC au 
promoteur de ce gène (Chen et al., 2011). D’autres part, il est à noter que les études 
d’analyse à haut débit, comme les Chip-seq, qui ne tiennent compte que de la séquence 
CACGTG dans l’analyse des promoteurs peuvent sous-estimer le nombre des cibles de 
MYC (Fernandez et al., 2003) et manquer certains promoteurs de gènes comme BRCA1 et 
ITGA1. Comme c’est le cas dans ce travail, la recherche d’éléments de réponse pour MYC 
sur différents promoteurs, combinée à l’étude de sa liaison in cellulo à ces promoteurs 
ainsi qu’à l’effet de MYC sur l’expression des gènes cibles permettent une analyse plus 
complète du contrôle de MYC sur ces différentes cibles selon le contexte cellulaire. 
5.4. Corrélation entre l’expression de MYC et de la sous-unité α1 dans le cancer 
colorectal 
Après avoir montré le lien fonctionnel entre l’expression de MYC et son activité avec 
l’expression de la sous-unité α1 dans les lignées cancéreuses colorectales, j’ai observé 
qu’il existe une corrélation significative entre l’expression des deux protéines MYC et α1 
dans plus de 73% des adénocarcinomes. Ils sont tous les deux présents dans 40% des 
tumeurs étudiées. Il est à noter que MYC seul est présent dans 52.3 % de ces tumeurs, et 
α1 dans 65%. En fait, MYC est connu pour être présent dans le cancer colorectal (Erisman 
et al., 1985; Sikora et al., 1987), ce qui rejoint nos observations dans cette étude. Nous 
n’avons pas observé de corrélation entre l’expression de MYC et la différentiation des 




seule étude a montré que le taux de survie est plus élevé chez les patients dont les 
tumeurs expriment MYC par rapport à ceux dont les tumeurs ne l’expriment pas (Toon et 
al., 2014). Ce résultat est en contradiction avec le fait que MYC soit une cible de la voie 
Wnt/β-caténine dans le cancer colorectal (He et al., 1998; Myant et Sansom 2011), avec 
ses effets biologiques dans ce cancer (Hongxing et al., 2008; He et al., 2014) et le fait qu’il 
soit associé à un mauvais pronostic dans d’autres cancers comme le lymphome diffus de 
type B (Chang et al., 2000; Agarwal et al., 2016; de Jonge et al., 2016). Malgré le fait que 
MYC soit une cible connue de la voie Wnt/β-caténine dans le cancer colorectal, et qu’il 
soit stabilisé par l’inhibition de la GSK3β et sa phosphorylation par ERK (Dang 2012; Groulx 
et al., 2014), nous n’avons pas observé de corrélation entre son expression ni celle de la 
sous-unité α1 et la présence des mutations des gènes APC, CTNNB1, BRAF ou KRAS. 
D’autre part, un marquage cytoplasmique de MYC était présent seulement dans les 
tumeurs où l’expression nucléaire était forte, ce qui pourrait refléter soit une production 
accrue soit une baisse de la dégradation de ce récepteur au niveau du cytoplasme des 
cellules tumorales. L’expression de MYC a était considérée comme négative ou non 
spécifique quand une expression cytoplasmique était constatée sans la présence d’un 
marquage nucléaire. Il est à noter qu’il existe une forme appelée Myc-nick qui résulte du 
clivage de MYC par la calpaïne et qui est uniquement cytoplasmique, car cette forme n’as 
pas de signal de localisation nucléaire (Conacci-Sorrell et al., 2010; Mousavi et Sartorelli 
2010). Cette forme n’a pas de domaine bHLHZ essentiel à l’hétérodimérisation avec MAX 
et n’est donc pas impliquée dans l’activité transcriptionnelle de MYC. Comme nous avons 
constaté que MYC est faiblement exprimé dans le mésenchyme, nous avons donc 
considéré seulement son expression protéique au niveau épithéliale dans l’étude de la 
corrélation avec α1 seulement, car cette dernière est exprimée dans les myofibroblastes 
et les cellules musculaires lisses du stroma des tumeurs, comme observé dans cette 
étude. Cela suggère que, dans les cellules non épithéliales, l’expression du gène ITGA1 
pourrait être contrôlée par d’autres facteurs de transcription comme les facteurs GATA6, 
Nkx3.2 et le facteur SFR (Gardner 2014). Le lien entre l’expression du gène ITGA1 dans le 




5.5. Implication de l’intégrine α1β1 dans la prolifération, la survie et la migration des 
cellules cancéreuses colorectales.  
Il est bien établi que les intégrines, bien que sans activité enzymatiques intrinsèque, sont 
capables de transmettre des signaux de la cellule vers la matrice, et de la matrice vers la 
cellule. Dépendamment de l’intégrine impliquée, elles peuvent moduler plusieurs voies 
de signalisation et réguler des fonctions cellulaires dont la différentiation, la transcription 
des gènes, la survie et la prolifération (Barczyk et al., 2010; Beausejour et al., 2012). Nous 
avons montré, pour la première fois que l’intégrine α1β1 est impliquée, in vitro, dans la 
prolifération de trois lignées cellulaires colorectales humaines, et dans la croissance 
tumorale de xénogreffes issues de deux d’entre elles. En fait, cette intégrine est connue 
pour son importance dans la prolifération des fibroblastes, des cellules endothéliales et 
des cellules du cancer du poumon dans le modèle murin (Pozzi et al., 1998; Abair et al., 
2008; Macias-Perez et al., 2008). En effet, α1β1 recrute par l’intermédiaire de la sous-
unité α1, la cavéoline-1 qui recrute à son tour des molécules adaptatrices comme Fyn/Yes 
et Grb2 (Pozzi et al., 1998; Wary et al., 1998), ce qui conduit ensuite à l’activation de la 
voie RAS/MEK/ERK (Giancotti 2000). Grb2 est exprimé dans le cancer colorectal (Uhlen et 
al., 2015), et il est important dans sa carcinogenèse (Pomerleau et al., 2014), alors que la 
cavéoline-1 est régulée positivement par la voie RAS/MEK/ERK dans ce cancer (Basu Roy 
et al., 2013). Il est donc possible que l’intégrine α1β1 régule la prolifération cellulaire par 
la voie Cav-1/Grab2/RAS/MEK-ERK. Des expériences de co-immunoprécipitation des 
protéines pourraient confirmer le lien entre la sous-unité α1, la Cav-1 et Grab2 dans le 
cancer colorectal, mais aussi par la répression de l’expression de la cavéoline-1 ou celle 
de Grab2 pour montrer leur implication dans la signalisation induite par l’intégrine α1β1 
et son rôle dans la prolifération cellulaire.  
Il est à noter que dans notre étude les tests de prolifération ont été faits en présence de 
sérum, malgré le fait qu’une compensation par les RTK soit possible et contrebalance la 
réduction de l’expression de l’intégrine α1β1. La baisse de la prolifération que nous avons 
obtenue pourrait donc être encore plus importante en l’absence de sérum. Dans une 




de matrice comportant du collagène I et IV (Macias-Perez et al., 2008), car il est bien 
connu que les RTK comme l’EGFR (Epidermal growth factor receptor) et l’HGFR 
(Hepatocyte growth factor receptor) peuvent compenser l’absence de l’activation des 
intégrines (Soung et al., 2010) et activer la voie RAS/MEK/ERK. Cette dernière peut être 
régulée par d’autres intégrines comme α2β1 (Bartolome et al., 2014) notamment dans la 
lignée HT29. Dans notre étude, l’expression d’α2 n’a pas augmentée suite à la répression 
de l’expression de la sous-unité α1. Parmi les trois lignées que nous avons utilisées, HT29 
comporte une mutation de BRAF, SW480 la mutation de KRAS, alors que la lignée T84 ne 
comporte pas de mutation dans la voie RAS/MEK/ERK (Salari et al., 2012). Nos résultats 
suggèrent donc que l’intégrine α1β1 est importante dans la prolifération de ces trois 
lignées malgré la présence de mutations oncogéniques dans la voie RAS/MEK/ERK dans 
deux d’entre elles. En relation avec nos résultats dans les cellules tumorales ayant une 
voie RAS/MEK/ERK supposée active, il est à noter que la mutation de KRAS, présente dans 
50% des cancers colorectaux (Roberts et Der 2007; Montagut et Settleman 2009) est 
souvent mono-allélique (di Magliano et Logsdon 2013), suggérant la présence dans la 
cellule de protéines KRAS, mutées et non mutées. Sur le plan individuel KRAS fonctionne 
comme un système on/off; son état actif correspond à sa liaison avec le GTP (guanosine 
triphosphate) sous l’action d’une GEF (Guanine nucleotide exchange factors) alors que 
l’hydrolyse du GTP en GDP (guanosine diphosphate) par une GAP (GTPaseactivating 
proteins) le rend inactif (Jun et al., 2013). La mutation KRAS G12D, la plus fréquente, 
empêche l’action de l’enzyme GAP, ce qui le rend constamment actif. Mais, sur le plan 
collectif, c’est le rapport entre le nombre des KRAS mutés et non mutés dans la cellule qui 
détermine le caractère constitutivement actif de la voie RAS/MEK/ERK, tel un rhéostat. Il 
est important de noter que KRAS ne peut pas être fonctionnel s’il n’est pas recruté par 
son groupe farnesyl à la membrane cytoplasmique, même s’il est constitutivement actif. 
D’autre part, l’activité de ERK, sa localisation et sa translocation au noyau peut dépendre 
de l’organisation du cytosquelette d’actine sous l’action des intégrines en amont (Aplin 




Dans le modèle murin, une équipe de recherche a généré des souris KRAS-LA2/α1KO, 
dans lesquelles KRAS est constitutivement actif (modèle de souris kras-LA2) et l’intégrine 
α1β1 est absente. Ces souris ont une survie prolongée par rapport aux souris KRAS-
LA2/α1WT et développent des tumeurs de plus petite taille. Ces tumeurs comportent une 
baisse de la prolifération des cellules carcinomateuses avec réduction de la 
phosphorylation de ERK1/2 associée à une augmentation de l’apoptose in vivo et in vitro 
(Macias-Perez et al., 2008). Ces derniers paramètres concordent avec nos résultats dans 
les tumeurs issues des cellules HT29 et T84. De plus, la présence de plages de nécroses 
plus étendues dans les tumeurs sh-α1, et qui sont souvent au centre des tumeurs, suggère 
que cette nécrose est secondaire à la réduction de la vascularisation de ces tumeurs. En 
effet, une étude récente a montré que l’intégrine α1β1 est importante pour la 
prolifération des cellules endothéliales et la tubulogenèse. Dans cette étude, des 
expériences de mutation sélectives de certains résidus de la queue cytoplasmique de la 
sous-unité α1 a permis de montrer que ces fonctions sont dépendantes de la sous-unité 
α1 (Abair et al., 2008). D’autres études ont montré que l’ablation génétique de la sous-
unité α1 comme le blocage fonctionnel par des anticorps neutralisants dans les souris 
entraine une baisse de la vascularisation intra-tumorale (Senger et al., 1997; Pozzi et al., 
2000; Chen et al., 2005). D’autre part, il est à noter que les cellules endothéliales des 
capillaires intra-tumoraux peuvent avoir trois origines. Elles proviennent soit de la néo-
angiogenèse, qui se fait à partir des vaisseaux préexistants, soit de la vasculogenèse qui 
se fait à partir des cellules hématopoïétiques présentes dans le microenvironnement de 
la tumeur (Larrivee et Karsan 2007; Dome et al., 2008), soit de la transformation des 
cellules tumorales elles-mêmes en cellules endothéliales (Ricci-Vitiani et al., 2010; 
Sajithlal et al., 2010). Ces cellules ont la particularité de comporter des marqueurs de 
cellules tumorales ainsi que les corps de Weibel Palade (McGuire et al., 2012), qui sont 
des granules de stockage spécifiques aux cellules endothéliales. Dans notre étude, il n’est 
pas écarté que la présence de moins de vaisseaux dans les tumeurs HT29 sh-α1 puisse 
correspondre à une baisse de la population des cellules endothéliales provenant des 




unité α1 humaine et les anticorps anti-CD31 reconnaissent les deux espèces humaine et 
souris. L’utilisation d’anticorps reconnaissant uniquement l’espèce humaine aurait pu 
nous donner plus de renseignement sur l’origine des cellules endothéliales dans ces 
tumeurs.  
En ce qui a trait à la contribution de l’intégrine α1β1 à la survie cellulaire, nos résultats 
montrent que la répression de l’expression de cette intégrine  n’a pas d’impact significatif 
sur la suppression de l’anoïkose quand les cellules des trois lignées sont adhérentes alors 
que ces mêmes cellules (de façon significative pour deux d’entre-elles) deviennent plus 
sensibles à l’anoïkose quand elles sont en suspension. Il est à noter que les cellules 
cancéreuses ont une résistance à l’anoïkose beaucoup plus importante que les cellules 
épithéliales intestinales, qu’elles soient différenciées ou indifférenciées (Demers et al., 
2009). En fait, dans l’épithélium intestinal, l’implication des intégrines (principalement les 
β1) dans la survie cellulaire va dépendre de l’état de différentiation des cellules, de 
l’intégrine impliquée, du recrutement de FAK et/ou Src et nécessairement de l’activation 
des principales voies de survie PI3-K\Akt et/ou MEK/ERK, en plus du rôle que peut jouer 
les récepteurs de facteurs de croissance comme l’EGFR (Bouchard et al., 2007; Demers et 
al., 2009; Beausejour et al., 2012; Beausejour et al., 2013). En effet, l’utilisation 
d’anticorps neutralisant les intégrines α2β1 et α5β1 rend les cellules intestinales 
indifférenciées sensibles à l’anoïkose, alors que la neutralisation de l’intégrine α3β1 
augmente l’anoïkose des cellules différenciées (Beauséjour et al., 2013). Cette dernière 
intégrine n’est pas exprimée dans le cancer colorectal (Pignatelli et al., 1990; Stallmach et 
al., 1992). D’autre part l’intégrine α6β4 est nécessaire à la suppression de l’anoïkose des 
cellules intestinales quelques soit l’état de différentiation, alors que l’intégrine α8β1 n’a 
aucun effet sur les cellules indifférenciées quand elles sont adhérentes et son expression 
dans les cellules cancéreuses colorectales les rend sensibles à l’anoïkose (Benoit et al., 
2010). En effet, cette intégrine n’est pas exprimée par les cellules cancéreuses 
colorectales, contrairement aux intégrines α1β1 et α2β1. Il n’est donc pas écarté que 
l’intégrine α2β1, récepteur au collagène comme α1β1, peut représenter un moyen de 




cellules sont adhérentes et non en suspension (dans ce cas l’induction de l’anoïkose est 
beaucoup plus intense). Le fait que dans les trois lignées que nous avons utilisées, 
l’expression de la sous-unité α2 n’est pas augmentée n’écarte pas la possibilité d’un 
recrutement de l’intégrine α2β1 pour compenser partiellement la signalisation induite 
par α1β1, car α2β1 peut réguler la voie MAPK/ERK mais aussi la phosphorylation de p38 
par des voies de signalisation distinctes (Klekotka et al., 2001; Klekotka et al., 2001). Il est 
à noter que l’inhibition de la voie MEK/ERK induit l'apoptose pour les deux lignées T84 et 
HT29 (Demers et al., 2009). Une autre compensation peut être en rapport avec la 
sécrétion de facteurs de croissances par les cellules tumorales et qui activent de manière 
autocrine les récepteurs à l’EGF qui pourraient activer Src indépendamment de FAK, ce 
qui entraine l’activation des voies de survie PI3K/Akt-1 et MEK/ERK. En fait, FAK n’est 
même pas nécessaire à la survie des cellules de la lignée T84 quand elles sont adhérentes, 
contrairement à la lignée HT29 (Demers et al., 2009). Il se peut que la compensation par 
les facteurs de croissances ne soit pas suffisamment intense, ou que la signalisation 
induite par l’EGFR ne peut se faire en l’absence de l’intégrine α1β1, quand les cellules 
sont en suspension. Il serait donc intéressant de vérifier l’état de phosphorylation de FAK, 
Src, ERK et celle d’Akt lors de la répression de l’expression de la sous-unité α1, dans les 
trois lignées (adhérentes et en suspension) utilisées dans cette étude. Cependant ces 
résultats restent à compléter avec d’autres approches, comme le test ISEL (in situ 
Terminal deoxynucleotidyl transferase (TdT) dUTP Nick-End Labeling) qui permet de 
compter le nombre des cellules apoptotiques, car le dosage de l’activité de la caspase 3 
ne permettrait pas, à lui seul, de déduire avec exactitude le pourcentage des cellules en 
apoptose par rapport au reste des cellules en suspension. 
Les intégrines sont des acteurs majeurs dans la migration, l’invasion des cellules 
tumorales (Desgrosellier et Cheresh 2010) (Vicente-Manzanares et al., 2009) ainsi que 
leur résistance à l’anoïkose qui constitue une condition déterminante pour la métastase 
(Vachon 2011; Kim et al., 2012). L’intégrine α1β1 est impliquée dans la migration des 
leucocytes mais également des cellules tumorales du poumon et du cancer mammaire 




colorectal. Cette intégrine est importante pour la migration des cellules HT29 et T84, alors 
que les cellules SW480 n’ont pas été testées pour cette fonction car elles sont sensibles 
au traitement par l’hydroxyurée, comme rapporté précédemment (Bian et al., 2015). Il 
est à noter que dans le modèle murin, l’intégrine α1β1 est aussi impliquée dans l’invasion 
tumorale dans le carcinome hépatocellulaire, le carcinome pulmonaire et mammaire, 
notamment par la régulation de l’expression de la stromelysine-1 (Lochter et al., 1999; 
Yang et al., 2003). Dans le cancer colorectal, une étude a montré que l’intégrine α1β1 
participe à l’invasion des cellules cancéreuses colorectales par le recrutement du 
complexe FAK/Src et l’activation de la voie p130/Cas/JNK et subséquemment par 
l’augmentation de l’expression des métalloprotéinases matricielles 2 et 9 (Van 
Slambrouck et al., 2007).  
Ces constatations combinées aux résultats de notre étude confirment le rôle positif de 
l’intégrine α1β1 dans la progression du cancer colorectal notamment par la régulation de 
la prolifération, la survie, la migration et l’invasion cellulaires. S’inscrit également dans ce 
contexte, le fait que l’expression de cette intégrine soit augmentée par l’oncogène MYC. 
Il est à noter qu’un mécanisme de boucle de régulation positive entre MYC et l’intégrine 
α1β1 est possible et pourrait impliquer d’autres intégrines régulées par MYC notamment 
α6β4 (Boudjadi et Beaulieu 2016). En effet, si la voie RAS/MEK/ERK est activée par α1β1, 
cela pourrait contribuer à la stabilisation de MYC par sa phosphorylation par ERK, et MYC 
à son tour augmenterait l’expression de la sous-unité α1. Cette association entre MYC et 
ses cibles peut constituer un des moyens thérapeutiques combinés intéressant pour le 
traitement du cancer colorectal, comme décrit dans une étude récente (Castell et Larsson 
2015). En fait, il existe un traitement actuellement à l’essai clinique en phase I qui utilise 
des anticorps humanisés neutralisants dirigés contre la sous-unité α1 pour le traitement 
de certaines maladies immunitaires comme le psoriasis et la polyarthrite rhumatoïde 
(Inderjeeth 2013). Ce traitement semble prometteur car la réponse est bonne et il est 
bien toléré selon cette étude. Il serait intéressant de tester ces anticorps pour le 
traitement du cancer colorectal, soit seuls ou combinés à d’autres cibles comme le facteur 





L’ensemble de mon travail de thèse a permis de montrer que l’intégrine α1β1 est 
surexprimée dans le cancer colorectal par le facteur oncogénique MYC et qu’elle joue un 
rôle positif dans la progression de ce cancer.  
En effet, dans la première partie de ma thèse, j’ai démontré que la sous-unité α1 est 
présente dans 65% des adénocarcinomes colorectaux et que son expression est observée 
non seulement dans les cellules épithéliales mais aussi dans les cellules du 
microenvironnement de la tumeur. L’observation de cette sous-unité dès les premiers 
stades du cancer colorectal et son maintien aux stades avancés reflètent son importance 
dans l’initiation et la progression de ce cancer.  
Dans la deuxième partie de mon travail, en utilisant différentes approches de biologie 
moléculaire et cellulaire, j’ai également démontré que l’expression de la sous-unité α1 
est contrôlée directement par le facteur oncogénique MYC par son lien direct sur deux 
éléments de réponse sur le promoteur du gène ITGA1. Ce contrôle s’est reflété par une 
corrélation significative entre l’expression des deux protéines MYC et α1 dans 72% des 
adénocarcinomes. Ces résultats ont donc contribué à l’identification de la sous-unité α1 
comme une nouvelle cible directe de l’oncogène MYC dans le cancer colorectal. 
Dans la troisième partie de mes travaux, je me suis intéressé aux rôles que peut jouer 
l’intégrine α1β1 dans la progression du cancer colorectal. Par des expériences de biologie 
cellulaire in vitro, j’ai pu démontrer pour la première fois que cette intégrine est 
importante pour la prolifération des cellules tumorales colorectales ainsi que pour leur 
migration et leur survie. En utilisant des modèles de xénogreffes, j’ai observé que 
l’intégrine α1β1 est importante pour la formation et la croissance des tumeurs, in vivo. 
En effet, les tumeurs développées à partir des cellules cancéreuses où l’expression de la 
sous-unité α1 a été réprimée sont de plus petite taille, comportant des plages étendues 
de nécrose et une faible vascularisation. Ces constatations ont confirmé les résultats 
obtenus in vitro, et sont de concert avec le fait que la sous-unité α1 est régulée 




Collectivement, mes résultats de recherche apportent de nouvelles connaissances dans 
la compréhension de l’implication des intégrines dans la carcinogenèse colorectale et la 
régulation de leur expression. L’intégrine α1β1 peut représenter une cible thérapeutique 
intéressante dans le traitement du cancer colorectal, soit seule ou combinée à un 
























Dans ce travail, j’ai trouvé que la sous-unité α1 est exprimée dans 65% des cancers 
colorectaux, et que sa présence est observée dans tous les stades incluant le stade 1. Il 
serait donc intéressant de vérifier son expression, en messager et en protéine, dans les 
lésions dysplasiques. D’autre part, son expression pourrait aussi être vérifiée dans des 
échantillons de fèces provenant de patients dont le diagnostic est confirmé pour 
adénomes et pour les différents stades de cancers colorectaux, en comparaison avec les 
selles de patients sains. Si comme pour l'expression de la sous- unité α6 (Beaulieu et al., 
2016) l’expression de la sous-unité α1 se confirme dans les fèces, elle pourrait représenter 
un candidat prometteur comme marqueur de dépistage du cancer colorectal. Comme j’ai 
observé que l’intégrine α1β1 est importante pour la prolifération des cellules cancéreuses 
colorectales et que cette intégrine se singularise par le recrutement de la cavéoline-1 et 
active la voie RAS/MEK/ERK, il serait intéressant de vérifier par co-immunoprécipitation 
des protéines si α1 recrute la cavéoline-1 dans le contexte du cancer colorectal. Un autre 
moyen consisterait à réprimer l’expression de la cavéoline-1 et forcer l’expression de la 
sous-unité α1 et regarder si les fonctions de la sous-unité α1 sont perdues ou non.  
Un fait très intéressant dans mon étude est que la répression de l’expression de la sous-
unité α1 a entrainé non seulement une altération de la tumorigénicité mais aussi une 
augmentation de la nécrose tumorale. Ce dernier événement pourrait être exploité pour 
cibler à la fois la prolifération et la nécrose tumorales. Comme α1 est également présente 
dans les vaisseaux et importante dans la prolifération des cellules endothéliales, il serait 
très pertinent de vérifier si le blocage de la fonction de l’intégrine α1β1 entraine une 
régression tumorale significative. L’expérience pourrait être réalisée en utilisant un 
modèle murin de développement spontané de tumeurs colorectales, comme le modèle 
APCmin/AOM (Issa et al., 2007; Bhalla et al., 2011; Bernatchez et al., 2013). Par ailleurs, 
l’utilisation d’anticorps neutralisants la fonction de l’intégrine α1β1 confirmerait aussi les 
effets que j’ai observés par abolition de l'expression (par sh-ARN), en vue de valider cette 
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